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1. Uvod

Trichomonas vaginalis je anaerobni biCikovec zkmene Parabasala
parazitujici u ¢lovéka. Zplsobuje onemocnéni urogenitalniho traktu — trichomonézu,
ktera je nejCastéjSim nevirovym sexualné pfenosnym onemocnénim na svété (vice
nez 170 milion( pfipadd roéné). Trichomonaza také zvysuje riziko infekce virem HIV
a riziko onemocnéni rakovinou délozniho kréku (Cohen, 2000).

Trichomonady jsou anaerobni organismy, které neobsahuji mitochondrii.
Misto mitochondrii v8ak maji hydrogenosomy (Lindmark & Miuller, 1973)., které se
podileji na karbohydratovém metabolismu buriky. Hydrogenosomy i mitochondrie
jsou organely energetického metabolismu eukaryotickych organismu, které se v§ak
liSi zplsobem tvorby ATP. Zatimco v mitochondriich se ke tvorbé ATP vyuziva
priichodu elektron(t dychacim retézcem, kde jako koneény akceptor elektronu slouzi
kyslik (oxidativni fosforylace), hydrogenosomy tvofi ATP vyhradné na urovni

substratové fosforylace. Zplsob tvorby ATP odpovida prostfedi, ve kterém

------

Iy

tomu hydrogenosomy se vyskytuji vyhradné u jednobunéénych eukaryot Zzijicich v
prostiedi chudém na kyslik.

Zajimavou otazkou je ptvod hydrogenosomi. U nékterych skupin organismu
se vyvinuly pravdépodobné ze spoleéného endosymbiotického pfedka s
mitochondrii, u jinych skupin se predpoklada, Zze hydrogenosom vznikl pfeménou
kompletné vyvinuté mitochondrie v dQsIedku adaptace anaerobnimu prostiedi.
Hypotéza, Ze hydrogenosomy vznikly nezavisle na mitochondriich z
endosymbiotické anaerobni bakterie, je méné pravdépodobna (Dyall et al., 2004).

Hydrogenosomy neobsahuji cytochromy ani klasicky mitochondrialni dychaci
fetézec. Presto u amitochondrialniho parazita Trichomonas vaginalis byly nalezeny
geny, které jsou homologni s podjednotkami komplexu | (NADH dehydrogenazy).
Otazkam, jaka je jejich lokalizace a kolik a které podjednotky komplexu | se u téchto

organismU skute¢né nalézaji, se budu vénovat ve své diplomové praci.



2. Literarni prehled

2.1. Metabolismus Trichomonas vaginalis

Metabolismus trichomonad se 1iSi od klasického metabolismu aerobnich
organismu (Miller, 1993). Diky nepfitomnosti mitochondrii trichomonady postradaji
Krebslyv cyklus, fosforylaci sprfazenou s elektrontransportnim fetézcem a enzymovy
aparat pro p-oxidaci mastnych kyselin. Sacharidy zpracovavaji glykolyzou.
Energetickym vytéZzkem jsou 3 molekuly ATP na 1 molekulu glukdzy, protoZe jsou
schopné vyuZivat pyrofosfat a ziskavat tak 1 ATP navic oproti béZné glykolyze
(Maller, 1993).

Pyruvat je v hydrogenosomech oxidativné dekarboxylovan aktivitou pyruvat:
ferredoxin oxidoreduktazy. Uvolnéné elektrony jsou timto enzymem pfeneseny na
ferredoxin. Z ferredoxinu, ktery nese [2Fe-2S] centrum, jsou pienaseny
hydrogenazou na protony a vytvofi se molekularni vodik. (Mdiller, 1993) (Obr.1).

Ferredoxin je zodpovédny také za citlivost trichomonad na metronidazol. Tato
latka je jim redukovana a méni se tak na toxickou formu. Studiem rezistence vici
tomuto lécivu byl objeven alternativni fetézec transportu elektroni. Pro jeho
pfitomnost svéd¢i nasledujici:

v Knock out genll pro ferredoxin se fenotypicky nijak neprojevuje,
dochazi k produkci vodiku (Land et al., 2004).

v Kmeny bez aktivni pyruvat : ferredoxin oxidoreduktazy rovnéz aktivuji
metronidazol, pokud je u nich pfitomna NADH: ferredoxin
oxidoreduktaza (Kulda, 1998).

v PIna resistence na metronidazol se rozviji po uplné ztraté funkce
enzymi NADH : feredoxin oxidoreduktdazy a jableéného (malic)
enzymu. (Kulda, 1998).



Obr. 1. Metabolismus hydrogenosomt

Upravené podle Kuldy, 1998
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2.2. Mitochondrie a hydrogenosomy

2.2.1. Mitochondrie

Mitochondrie jsou mistem energetického metabolismu eukaryot (Voet &Voet,
1995). V celé eukaryotické fiSi jsou znacéné morfologicky podobné. Stejné tak
proteinové slozeni je velmi konzervativni (Lill, Nargang & Neupert, 1996).

Velikost a tvar mitochondrii je znaéné proménlivy v zavislosti na jejich plvodu
a metabolickém stavu. U savcll byvaji elipsoidni, okolo 0,5 um v prliméru a 1 pm
délky. Obsahuji DNA, kterd ma strukturu cyklické dvousroubovice a kdéduje nékteré
mitochondrialni proteiny. Mitochondrie maji hladkou vné&j$i membranu a vnitini
membranu s ¢etnymi vchlipeninami (invaginace), ktera tvori tzv. kristy. Mnozstvi a

tvar krist zavisi na respiraCni aktivité bunky, protoze proteiny podilejici se na



transportu elektron(i a oxidaéni fosforylaci jsou vazany na této vnitfni mitochondrialni
membrané. Vnitini mitochondrialni prostor je vyplnén matrix, gelovou hmotou s
méné nez 50% obsahem vody, v niz jsou lokalizovany enzymy citratového cyklu,
substraty, nukleotidové kofaktory a anorganické ionty. Mitochondrie se déli
zaskrcovanim (Voet & Voet, 1995).

Vétsina (99%) mitochondrialnich proteinli je kédovana jadernym genomem.
Tyto proteiny jsou syntetizovany na volnych ribosomech v cytosolu jako preproteiny,
které obvykle nesou N-koncové adresové sekvence umoznujici jejich nasledny
transport do mitochondrie (Lill, Nargang & Neupert, 1996). Asi 10 proteinl je
kédovano mitochondrialnimi geny. Jsou to vétSinou komponenty vnitini
mitochondrialni membrany. Na misto svého uréeni jsou vkladany po syntéze na
mitochondrialnich ribosomech (Lill, Nargang & Neupert, 1996).

Na transportu proteini kédovanych jadernym genomem do mitochondrie se
podileji dva membranové komplexy, TOM (translocase of outer membrane) a TIM
(translocase of inner membrane) (Lill, Nargang & Neupert, 1996). TOM je
lokalizovan na vnéjSi membrané, rozpoznava preproteiny uréené pro transport do
mitochondrie a transportuje je pfes vnéj§Si membranu (Lill & Neupert, 1996).
Nasledné jsou preproteiny uchopeny komplexem TIM, ktery je v zavislosti na
membranovém potencialu AW pienese do mitochondrialni matrix (Lill, Nargang &
Neupert, 1996). V matrix jsou odstranény signalni sekvence, proteiny jsou sbaleny
pomoci chaperonl a dodany na misto urceni (Lill, Nargang &Neupert, 1996).

Mitochondrie obsahuji enzymy podilejici se zejména na pochodech
oxidacniho metabolismu eukaryot, tj. pyruvatdehydrogenazu, enzymy Krebsova

vvvvvv

pfitomnost dychaciho fetézce spojeného s oxidativni fosforylaci (Voet & Voet, 1995).

2.2.2. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy byly objeveny asi pifed 30 lety u trichomonad (Lindmark &
Milller, 1973, 1974; Cerkasov et al., 1973) a pozdé&ji u daldich amitochondrialnich
organismU Zijicich v anaerobnim prostiedi nebo v prostfedi s nizkym obsahem
kysliku (van Bruggen et al., 1983; Yarlett et al., 1986). Zprvu byly popsany jako
kulovita téliska (0,5 - 1 um) obklopena jednoduchou membranou (tzv. microbodies,
podobna napf. peroxisomim), obsahuijici relativné uniformni matrix (Muller, 1973).



Nasledné studie odhalily, Ze jsou obklopeny dvéma tésné pfiléhajicimi membranami
(|Benchimol & de Souza, 1983; Honigberg et al., 1984). Na rozdil od mitochondrie,
vnitfni membrana hydroenosoml netvofi kristy a neobsahuje cytochromy (Lloyd,
Lindmark & Miiller, 1979; Paltauf & Meingassner, 1982). Na nékterych mistech mezi
membranami vznikaji méchyrky, ktera obsahuji Ca®* (Benchimol et al., 1982).

Kromé jedné vyjimky u nich nebyla nalezena DNA (Mdller, 1988). Touto
vyjimkou je anaerobni nalevnik Nyctotherus ovalis, zijici ve stfevé §vabul
(Akhmanova et al., 1998). Vzhledem k nepfitomnosti vlastniho genomu jsou v§echny
proteiny  hydrogenosom(i kédovany jadernym genomem, syntetizovany
pravdépodobné na volnych cytosolickych ribosomech (Lahti & Johnson, 1991) a
nasledné transportovany do hydrogenosomu.

Hydrogenosomy ve své granulézni matrix obsahuji amorfni elektrondenzni
jadro "core" (Kulda et al., 1986), jehoz funkce neni znama. Déleni hydrogenosom(
probiha stejné jako u mitochondrii zaskrcenim v centralni oblasti (Benchimol et al.,
1996).

Hydrogenosomy jsou stejné jako mitochondrie organely energetického
metabolismu buiky podilejici se na tvorbé ATP. Byly definovany podle jejich
neobvyklé funkce: v anaerobnich podminkach jako substrat vyuzivaji malat a
pyruvat, ktery odbouravaji na CO, a acetat. Tento proces je spojen s tvorbou ATP na
urovni substratové fosforylace (Mdiller, 1993). Metabolismus izolovanych
hydrogenosom( je zavisly na pfitomnosti ADP a fosfatu, stejné jako na katalytickém
mnozstvi sukcinatu (Steinbuchel & Miiller, 1986).

Pyruvat (produkt glykolyzy) vstupuje do organely, kde je oxidativné
dekarboxylovan. Acetylova skupina formuje s koenzymem A acetyl-CoA. Tato
reakce je katalyzovana enzymem pyruvat: ferredoxin oxidoreduktazou, coz je
homodimer dvou podjednotek o velikosti 120 kDa obsahujici thiamin pyrofosfat a
[4Fe-4S] centrum. Z acetyl-CoA je nasledné uvolnén volny acetat a CoA je pfenesen
na sukcinat. Vznika tak sukcinyl-CoA, ktery slouZi jako substrat pro substratovou
fosforylaci produkujici ATP (Muller, 1993).

Redukéni ekvivalenty pochazejici z oxidace pyruvatu jsou za anaerobnich
podminek preneseny na ferredoxin. Z ferredoxinu jsou poté enzymem hydrogenazou
predany na protony, ¢imz vznika vodik. Za aerobnich podminek slouZzi jako akceptor
elektron( kyslik, ktery je redukovan pravdépodobné na H,O, (Mdller, 1993).



Hydrogenosomy mohou vyuZivat jsko substrat malat, ktery je oxidativné
dekarboxylovan na pyruvat aktivitou jable¢ného enzymu (Drmota et al., 1996), ktery
pfedava elektrony na NAD®. Reoxidace NADH + H" je katalyzovana aktivitou NADH:
ferredoxin oxidoreduktazy (Mdller, 1993).

2.2.3. Porovnani hydrogenosomu a mitochondrie

Mezi hydrogenosomy a mitochondriemi je mnoho rozdil{i, ale také podobnosti
(Tab. 1), které nasvédCuji tomu, Ze obé organely pochazeji ze spole¢ného
endosymbiotického predka. NejvyznamnéjS§imi spole€nymi znaky jsou pfitomnost
dvojitt membrany, obdobny mechanismus translokace proteini z cytosolu do
hydrogenosom a pfitomnost kaskady proteinli zodpovédnych za tvorbu FeS center.
Dalezitym rozdilem je pfitomnost pyruvat: ferredoxin oxidoreduktazy a hydrogenazy

v hydrogenosomech.

Tab. 1 Vlastnosti mitochondrie a hydrogenosomu

mitochondrie hydrogenosomy
dvojitd membrana ano ano
translokace proteini ano ano
komplex | ano ano (*)
tvorba FeS protein( ano ano
pyruvat jako substrat ano ano
frataxin ano ano
produkce acetyl-CoA ano ano
produkce ATP oxidativni fosforylace |substratova fosforylace
KrebsUlv cyklus ano ne
cytochromy ano ne
FOF1 ATPaza ano ne
B - oxidace ano ne
mocovinovy cyklus ano ne
Stépeni glycinu ano ano
kardiolipin ano ne
DNA ano ne (**)
hydrogenaza ne ano
Pyruvét : ferredoxin oxidoreduktaza |ne ano

(*) V hydrogenosomech T. vaginalis byly objeveny podjednotky homologni
komplexu |.
(**) DNA byla nalezena u hydrogenosomU anaerobniho nalevnika Nyctotherus ovalis

Zijiciho ve stfevé Svabl (Akhmanova et al., 1998)




2.3. Dychaci retézec

Reakce dychaciho fetézce tvori souéast energetického metabolismu burky.
Elektrony uvolfiujici se v procesech glykolyzy, Krebsova cyklu, B-oxidace a
komplexem pyruvat dehydrogendazy jsou prenaseny z redukované formy koenzyml
NAD a FAD, tji. zNADH + H" a FADH, na molekularni kyslik. V pfipadé glykolyzy je
pfenos elektronll na tyto koenzymy katalyzovan glykolytickymi enzymy
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazou a pyruvatdehydrogenazou. V prabéhu
Krebsova cyklu je prenos elektron(i zavisly na aktivité isocitratdehydrogenazy, 2-
oxoglutaratdehydrogenazy, sukcinatdehydrogendzy a  malatdehydrogenazy.
Produktem t&chto reakci je 10 NADH + H* a 2 FADH; na 1 molekulu glukozy.

Dfive nez elektrony zredukuji O, na H,O, vstupuji do elektronového
transportniho fetézce, kde misto pfimého pienosu na O, prochazeji &tyimi
proteinovymi komplexy obsahujicimi redoxni centra s postupné se zvySujici afinitou
k elektroniim. Z komplexu | a Il jsou elektrony pfenaseny ke komplexu Il
koenzymem Q (CoQ, ubichinon, vyskytuje se u vSech dychajicich organism{) a z
komplexu lll na komplex IV cytochromem c. Tim je celkové velka zména volné
energie rozdélena do tfi mensich "bali¢kl", z nichz kazdy je sprazen se syntézou
ATP. Vysledkem oxidace kazdého NADH + H" je syntéza 3 ATP, oxidace FADH,
pak 2 ATP (Voet & Voet, 1995 ).

Kazdy komplex se sklada z nékolika bilkovinnych sloZzek (Obr. 2), které jsou
spojeny s raznymi redoxné& aktivnimi prostetickymi skupinami s postupné
vzrastajicim redoxnim potencidlem. V8echny komplexy se mohou vnitini
mitochondrialni membranou volné pohybovat, ale nevytvareji vy$Si stabilni struktury.
Jednotlivé komplexy nejsou pfitomny v ekvivalentnich pomérech (Voet & Voet,
1995).

Dychaci fetézec tedy zajistuje zpétnou oxidaci NADH + H*. Vétsina NADH +
H* je produkovana mitochondrialni matrix v citratovém cyklu, ale ¢ast NADH + H*
pochazejici z glykolyzy se tvofi i v cytosolu. Vnitfni mitochondrialni membrana vSak
neumoZiuje transport NADH + H*, proto jsou z cytosolového NADH + H*
transportovany do mitochondrie pouze elektrony, a to pomoci kyvadlového
glycerolfosfatového nebo malat - aspartatového systému.

Transport elektronll dychacim fetézcem Ize inhibovat rotenonem (rostlinny

jed), amytalem (barbiturat), antimycinem A a kyanidem (Voet & Voet, 1995).
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Obr. 2. Dychaci retézec
Prevzato z Vykladového slovniku biochemickych pojmu, Milan Kodicek

MATRIX

5 0, w20 e kO

NADH + H™ H* FADH,, H*

Hi H“' H* H&
H+ H+ H* H@*
H™ " ubichinon cytochrome FoF,- ATPasa
MEZIMEMBRANOVY
PROSTOR

2.3.1. Komplex | (NADH: ubichinon oxidoreduktaza)
Komplex | (NADH: ubichinon oxidoreduktaza; EC 1.6.5.3) je prvnim &lankem

dychaciho fetézce katalyzujicim oxidaci NADH + H* koenzymem Q. Je to nejvétsi a
pismene L (Obr. 3) tvofena polypeptidovymi podjednotkami, jednou molekulou
flavinmononukleotidu (aktivni prosteticka skupina) a 8-9 Fe-S centry (Yano, 2002).
Vyskytuje se u eukaryot a bakterii. Katalyzuje vstupni reakci v fetézci transportu

elektrond, pfenos elektront z NADH + H* na ubichinon:
NADH + H" +Q + nH%, © NAD" + QH, + nH*yyy  (n = 2-4)

Fe-S centra se uc¢astni transportu elektronl (jsou redoxné aktivni). Komplex |
je tedy redoxni pumpa vyuzivajici oxidoredukéni potencial k translokaci 2-4 H*/2e’
pfes membranu a pfispivajici tak k produkci energie (Yano, 2002).

Mnoho neurodegenerativnich chorob (napf. Leighliv syndrom, Parkinsonova
choroba) je spojeno s deficienci komplexu | (Smeitink et al., 2001).

Podrobnéji se komplexu | vénuje kapitola 2.4.
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Obr. 3. Komplex |
Upravené podle Yana, 2002

(a) 2 H*/Na* 2 HtiNe*

2.3.1.1 Ubichinon

Ubichinon (koenzym Q) je isoprenovy derivat nachazejici se v bakterialnich a
mitochondrialnich membranach, kde slouzi k pfenosu protonli i elektronli mezi
komplexem | a lll. Je to jediny pfenase¢ dychaciho fetézce, ktery se kovalentné
nevaze k zadnému proteinu.

Diky dlouhému (5,5 nm) uhlovodikovému fetézci z isoprenovych jednotek je
ubichinon rozpustny v hydrofobnim jadie fosfolipidové dvojvrstvy. Isoprenovy
fetézec je ve vnitini mitochondrialni membrané orientovan bud kolmo k jejimu
povrchu, nebo rovnobézné s nim. Chinonova ¢ast molekuly mulze v prostoru
membrany konat jak rota¢ni a kyvavé pohyby, tak i cirkuluje od jednoho povrchu
membrany k druhému.

2.3.2. Komplex ll (sukcinat: ubichinon reduktaza)

Tento komplex katalyzuje oxidaci FADH; koenzymem Q. Pfi této redoxni
reakci se neuvolnuje dostate€né mnozZstvi volné energie potifebné k syntéze ATP,
jeji funkci je pouze dodavat elektrony z FADH; do fetézce transportu elektron(.

Sukcinatdehydrogenaza je jedinym enzymem citratového cyklu vazanym na
vnitfni mitochondrialni membranu. Sklada se ze dvou hydrofilnich podjednotek, z
nichz kazda obsahuje jeden kovalentné vazany FAD a tfi Fe-S-centra. Podjednotky
tvofi komplex |l spojenim se dvéma transmembranovymi proteiny spoleéné

vazajicimi jednu hemovou skupinu (tvofi tak cytochrom bsego).
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Sukcinatdehydrogenaza uc¢inné katalyzuje tok elektront pouze ve sméru ze
sukcinatu na CoQ, €¢imz zabraruje zpétnému bé&hu citratového cyklu za anaerobnich
podminek (Voet & Voet, 1995).

2.3.3. Komplex lll (ubichinol: cytochrom c oxidoreduktaza)

Ubichinol: cytochrom ¢ oxidoreduktaza katalyzuje oxidaci redukovaného CoQ
cytochromem c. Obsahuje dva cytochromy typu b, jeden cytochrom c; a jedno [2Fe-
28] centrum.Timto komplexem jsou z mitochondrialni matrix do mezimembranového
prostoru pumpovany 2 H* (Voet & Voet, 1995).

2.3.3.1. Cytochromy

Cytochromy jsou hemové proteiny transportu elektronl, které mohou byt
redukovany pouze jednim elektronem. Jsou pfitomné ve vSech organismech kromé
nékolika malo typl obligatnich anaerobl. Obsahuji hemovou skupinu, v niz se

atomy Fe nachazeji v oxidaénich stavech Fe" a Fe"

.V membranach se nalézaji
cytochromy tfi druhtl (a,b,c), které se rozliSuji pomoci vinové délky vrcholu o (jeden
z vrcholll absobénich spekter v oblasti viditelného zafeni). Cytochromy b komplexu
[l maji 2 vinové délky a-maxim: 562 nm (bk, Bss2) @ 566 nm (b €i bsgg).

Skupiny cytochrom( se li§i také rozdilné substituovanym porfyrinovym
kruhem s koordinaéné vazanym redoxné aktivnim atomem Zeleza. Cytochromy typu
b obsahuji protoporfyrin IX (také soudast hemoglobinu). V hemové skupiné
cytochromil ¢ jsou k vinylovym skupinam pfipojeny thiolové skupiny cysteinu v misté
puvodnich dvojnych vazeb, takze tvofi thioesterové vazby s proteinem. Hem a
obsahuje dlouhy hydrofobni fetézec isoprenovych jednotek pfipojenych k porfyrinu a
formylovou skupinu misto methylu.

Cytochrom c¢ je periferni membranovy protein. Stfidavé se vaze na
cytochrom ¢4 komplexu Il a cytochromoxidazu (komplex V) a funguje mezi nimi jako
pfenasec elektron(. Elektrony mize prenaset az na vzdalenost 1 - 2 nm. Vazebné

misto zahrnuje nékolik konstantnich lysinovych zbytk( (Voet & Voet, 1995).

13



2.3.3.2. Ulozeni komplexu lll v membrané

Komplex Ill je v membrané ulozen asymetricky, cytochrom c1 a nehemovy
Fe - S protein (Rieske) jsou lokalizovany na vnéjSim povrchu membrany, zatimco
cytochrom b je transmembranovy. Cytochromy chrani své hemové skupiny pred

nespecifickym pfenosem elektrond (Voet & Voet, 1995).

2.3.4. Komplex IV (cytochrom c oxidaza)

Tento posledni ¢&lanek dychaciho fetézce katalyzuje jednoelektronovou
oxidaci Etyi po sobé nasledujicich molekul redukovaného cytochromu c¢ s privodni
Ctyfelektronovou  redukci jedné molekuly kysliku jako koneénym akceptorem
elektrom pfi jejich transportu. Cytochrom ¢ oxidaza je zapusténa ve dvojné vrstvé
lipidd, je to dimerni transmembranovy protein zavinutého tvaru vyénivajici na
cytosolové strané membrany. V blizkosti stfedu je dutina tvofici vazebné misto pro
cytochrom c, které obsahuje nékolik zbytkli asparagové nebo glutamové kyseliny,
interagujicich s lysinovych kruhem cytochromu c. Komplex obsahuje ¢&tyfi redoxné
aktivni centra: dva hemy typu a a dva atomy Cu (oxidaéni stavy +1 a +2). Do

mezimembranového prostoru jsou pumpovany (2+2) H* (Voet & Voet, 1995).

2.3.5. Mechanismus syntézy ATP

vvvvvv

organismy pouzivaji rizné mechanismy:

v Substratova fosforylace (napfiklad pfi anaerobni glykolyze; nepotiebuje
vnéjsi finalni akceptor elektrond).

v" Oxidativni fosforylace (oxidace organickych latek; kyslik je finalnim
elektronovym akceptorem).

v Anaerobni respirace (tvorbu ATP zajiStuje pouze komplex [; finalnim
akceptorem elektronl je misto kysliku fumarat).

v Fotofosforylace (ke zisku energie pouziva svétlo).
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2.3.5.1. Syntéza ATP v mitochondriich

V mitochondriich  probiha oxidativni fosforylace vyuZzivajici energii
protonového gradientu. Reakce je katalyzovana FoFq ATPazou. ATPaza je
transmembranovy protein sloZzeny z mnoha podjednotek, které tvofi dva funkéni
sektory Fo a F4. Fo je ve vodé nerozpustny transmembranovy protein slozeny ze &ty
¢i péti podjednotek obsahujicich kanaly pro translokaci protond. F4 je ve vodé
rozpustny periferni membranovy protein slozeny z péti druh(i podjednotek a
obsahujici katalytické misto pro syntézu ATP. ATPaza je pohanéna protonovym
gradientem (Voet & Voet, 1995).

2.3.5.2. Syntéza ATP v aerobné zZijicich bakteriich

U bakterii, ve kterych se nevyskytuji mitochondrie, probiha stejny proces
oxidativni fosforylace jako v mitochondriich eukaryontnich organism(. Enzymy
oxidujici NADH + H* na NAD"® a pienasejici elektrony na kyslik jsou umistény
v bakterialni membrané. Pohyb elektronll pfes membranu je spojen s vydejem
protontl z buriky. Pohyb proton(i zpét do buriky je spojen se syntézou ATP. Enzym,
ktery se na tomto podili, je ve své struktufe a funkci identicky s mitochondrialnim

FoF1 ATPazovym komplexem.
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2.4. Komplex | prokaryot a eukaryot

Existuji dva hlavni typy komplexu |, mitochondrialni a bakterialni. Oba typy se

u rliznych organismu lisi pfedev§im poétem podjednotek (Tab.2), poétem a typem

kofaktorli, bunéénou lokalizaci a druhem inhibitord. Minimalni pocet podjednotek

nutny pro primarni funkci komplexu | (oxidace NADH + H* a translokace protond) je

14. Toto podjednotkové sloZeni je nalézano u bakterii (Yano, 2002).

Tab. 2 Znamé podjednotky mitochondrialniho a bakterialniho komplexu |

mitochondrie bakterie T. kofaktory, Fe-S centra,
hovéziho srdce brucei |funkce
periferni 51 kDa Ngo1/NuoF 51 kDa |NADH, FMN, centrum N3
doména
24 kDa Ngqo2/NuoE centrum N1a
75 kDa Nqo3/NuoG centra N1b, N5, N4
9 kDa
spojujici ¢ast 49 kDa Ngo4/NuoD 33 kDa|vazebné misto pro
(ND7) inhibitor/ubichinon
30 kDa Ngo5/NuoC
PSST, 20 kDa Nqgo6/NuoB 20 kDa |centrum N2, vazebné misto
pro inhibitor/ubichinon
TYKY, 23 kDa Nqgo9/Nuol 15 kDa | centrum N6a, N6b
(ND8)
pridavné 39 kDa vazebné misto pro
podjednotky nukleotidy
AQDQ cAMP-zavisla fosforylace
SDAP pfenos acylu
B16.6 regulace apoptozy
membranova ND1 Ngo8/NuoH vazebné misto pro ubichinon
doména (?)
ND2 Ngo14/NuoN kanal H' nebo Na’ (?)
ND4 Ngo13/NuoM 38 kDa |kanal H' neboNa',
vazebné misto pro ubichinon
()
Ngo12/NuoL 61kDa |kanalH neboNa’,
ND5 vazebné misto pro ubichinon
()
ND3 Nqo7/NuoA
ND4L Ngo10/NuoJ
ND6 Ngo10/NuoJ vazebné misto pro ubichinon

()

43 podjednotek,
cca. 1000 kDa

13-14 podjednotek,
cca. 500 kDa
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2.4.1. Domény komplexu |
Komplex | ma tvar pismene L a tento unikatni tvar je spoleény vSem

prokaryotickym i eukaryotickym komplextim |. Enzym je tvofen 2 hlavnimi ¢astmi:

v hydrofilni periferni ¢ast vy€nivajici z membrany do matrix mitochondrii
nebo cytoplasmy bakterii (la)

v" hydrofobni ¢ast, ktera je zapusténa do membrany (IB).

Kazda doména je zodpovédna za riizné funkce (Yano, 2002).

2.4.1.1. Periferni doména

Periferni ¢ast komplexu | obsahuje vétSinu redoxnich kofaktord, FMN a 8
nebo 9 Fe-S center, ktera slouzi k pienosu elektroni z NADH + H* na ubichinon se
odehrava na této &asti (Yano, 2002). Uginkem chaotropnich reagencii se periferni
doména déli na 2 subfrakce (Hatefi, 1985):

v’ frakce flavoproteinu - podjednotky o molekulové velikosti 51, 24 a
9 kDa. Obsahuje FMN a 2 Fe-S centra.
v' frakce Fe-S proteinu.

Z mitochondrie hovéziho srdce byly izolovany dva odliSné enzymaticky aktivni
subkomplexy (la a IA). Oba odpovidaji periferni ¢asti komplexu I. Jsou sloZzené z 23
(la) a 15 podjednotek (IA) (Finel et al., 1992; Pilkington et al., 1993).

Transport elektronl je iniciovan aktivitou katalytického centra, které odpovida
podjednotkam 51- a 24 kDa (viz. Tab.2). NADH + H" je oxidovano pomoci FMN.
Elektrony poté prochazeji fetézcem Fe-S center. Sekvence jejich prlichodu timto
fetézcem vSak zlistdva neznama. Nakonec jsou elektrony predany subjednotkam
spojujiciho fragmentu (viz. dale), kde dochazi k jejich pfenosu na ubichinon.

Spojujici segment byl izolovan z komplexu | bakterie Escherichia coli, kde je
slozen z podjednotek NuoB (v pfipadé mitochondrie PSST), NuoCD (49 + 30kDa) a
Nuol (TYKY) (Leif et al., 1995). Podjednotka TYKY obsahuje 2 x [4Fe-4S] centra
(N6a a N6b) (Dupuis et al., 1991; Yano et al., 1999), podjednotka PSST [4Fe-4S]

centrum vazajici motiv (Arizmendi et al., 1992).

17



Je pravdépodobné, Ze [4Fe-4S] centrum subjednotky nuoB (N2) na konci
tohoto fetézce piedava elektrony ubichinonu (Yano, 2002). Predpoklada se, zZe
transport elektron( z centra N2 na ubichinon (Obr. 3) je spojen s translokaci proton
(Yano, 2002).

2.4.1.2. Membranova doména

Hlavnimi slozkami membranové domény ( = subkomplex IB) je sedm plné
konzervativnich hydrofobnich podjednotek ND1-6 a ND4L. Doména obsahuje vice
nez 50 transmembranovych a-helixi a je odpovédna za redukci ubichinonu a za
transport protont. Specifické funkce jednotlivych podjednotek nejsou znamy (Yano,
2002).

2.4.1.2.1. Podjednotka ND1

Tato podjednotka se pravdépodobné podili na vazbé ubichinonu, i kdyzZ jeji
pfesna role je zatim nejasna. Byly provedeny pokusy s navazanim inhibitor, napf.
fotoafinitnich analogt rotenonu (Earley & Ragan, 1984; Earley et al., 1987) a nové;ji
analogC pyradabenu [*H]TDP (Schuler et al., 1999). Navazani t&chto inhibitordi na
podjednotku ND1 neni spojeno s inhibici celkové enzymové funkce a nebyla
pozorovana zadna saturace. Pifesto se zda, Ze podjednotka ND1 je néjakym
zplsobem zapojena do interakci mezi komplexem | a jeho inhibitory nebo
ubichinonem (Yano, 2002).

2.4.1.2.2. Podjednotky ND2, ND4 a ND5

VSechny tyto podjednotky jsou vzajemné& homologni, proto se pfedpoklada, ze
vznikly béhem evoluce duplikaci ze spole¢ného pfedka (Fearnley & Walker, 1992).
Jsou také homologni k jednoduchym polypeptidovym Na*/H* antiporterim nékterych
bakterii (Kikuno & Miyata, 1985). Proteiny velmi podobné ND2 a ND5 podjednotce
byly nalezeny i v mnohopodjednotkovych Na*/H* antiporterech (Hiramatsu et al.,
1998; Ito et al., 1999). Z téchto podobnosti Ize usoudit, Ze formuiji iontové kanaly pro
Na* nebo H* také v komplexu | (Yano, 2002). Podjednotka ND4 tvofi mimo jiné i ¢ast
vazebného mista pro ubichinon (Degli Esposti et al., 1994; Carelli et al., 1997,1999;
Brown et al., 2000).
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2.4.1.2.3. Podjednotky ND3, ND4L a ND6

Podjednotka ND3 je pravdépodobné zapojena v translokaci proton( (Yano,
2002), zatimco podjednotka ND6 ve vazbé ubichinonu (Chinnery et al., 2001).
ND4L je homologem k C-terminalnimu regionu podjednotky HyfE enzymu format
hydrogenlyazy-2 bakterie E. coli (Finel, 1998).

2.4.1.2.4. Organizace podjednotek

Za pfitomnosti detergenti se subkomplex If odpovidajici membranové
doméné rozpada na 2 hlavni €asti: jedna obsahuje ND1, ND2, ND3 a NDA4L, druhy
fragment pak ND4 a ND5 (Sazanov et al., 2000). Podjednotka ND1, ktera byla v
ranych stadiich evoluce pravdépodobné spojena s 49 kDa a PSST podjednotkou
(Friedrich & Scheide, 2000), je tésné spojena s periferni doménou komplexu I,
naproti tomu ND5 se naléza na vzdaleném konci membranového ramena (Sazanov
& Walker, 2000) (Obr. 4).

Obr. 4. Strukturni organizace podjednotek komplexu |

Pismena znadi jednotlivé podjednotky v bakterialni nomenklatufe (NuoE — NuoL, viz
Tab. 2). Podjednotky katalytické domény (NuoE, NuoF, NuoG) a spojovaciho
segmentu (NuoB, NuoC, NuoD, Nuol) tvofi periferni €ast, zbylé podjednotky

membranovou doménu. Pfevzato z Holta el. al., 2003
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2.4.2. Alternativni NADH dehydrogenazy

Alternativni NADH dehydrogenazy (NDH-2) I1ze najit jako doplnék komplexu |
u prokaryot, hub a rostlin (Kerscher, Okun & Brandt, 1999; Young et al., 1981). Jsou
slozené pouze z 1 podjednotky a 1 molekuly nekovalentné vazaného FAD jako
redoxniho kofaktoru.

Ackoli nejsou homologni ke komplexu |, katalyzuji stejnou reakci. Na rozdil
od komplexu | alternativni dehydrogenazy nepfispivaji ke vzniku
transmembranového protonového gradientu (Kerscher, 2000). NADH + H* vazebné
misto alternativni dehydrogenazy kvasinky Yarrowia lipolytica je orientovano
smérem k mezimembranovému povrchu vnitini mitochondrialni membrany
(Kerscher, Okun & Brandt, 1999), coz znamena, Zze tato dehydrogenaza nemlze
zastoupit komplex | v oxidaci NADH + H* generovaného v mitochondrialni matrix
(Kerscher et al., 2002). Zajistuje pfenos elektront z cytoplasmatického NADH + H*
do respiratorniho ubichinonového fetézce (Kerscher et al., 2002).

V pfipadé alternativnich dehydrogenaz rostlinnych mitochondrii a kvasinky
Neurospora crassa je NADH + H* vazebné misto orientovano na matrixové strané
vnitini mitochondrialni membrany (Marres et al., 1991; de Vries et al., 1992).

Alternativni NADH dehydrogenazy jsou necitlivé na klasické inhibitory
komplexu | jako je napfiklad rotenon nebo piericidin A a mohou sout&Zit s
komplexem | o substraty NADH + H* a ubichinon (Kerscher, Okun & Brandt, 1999).
Pro svou katalytickou aktivitu nevyzaduji zadné pfidavné komponenty (Kerscher,
Eschemann, Okun & Brandt, 2001).

2.4.3. Enzymaticka aktivita komplexu | a mechanismy jeho inhibice

2.4.3.1. Méreni enzymatické aktivity

K mérfeni aktivity komplexu | se obvykle jako substrat (akceptor elektroni)
pouZzivaji analogy ubichinonu, jako napfiklad ubichinon-1, ubichinon-2 nebo n-
decylubichinon. Nevyhodou je, Zze tyto analogy akceptuji elektrony i z
nefyziologickych mist a aktivity NADH: ubichinon oxidoreduktazy a aktivity protonové
pumpy se tak li§i v zavislosti na pouzitém typu analogu ubichinonu (Degli Esposti et
al., 1996).
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2.4.3.2. Mechanismus inhibice

Az na nékolik vyjimek znamé inhibitory blokuji transport elektronl z centra N2
na ubichinon (Yano, 2002). Vazebna doména komplexu | pro ubichinon a inhibitory
ma tvar velké prohlubné (Miyoshi, 2001) a naléza se pfedevSim na podjednotce
PSST, 49 kDa a ND1 podjednotce (Darrouzet & Dupuis, 1997; Dupuis et al., 2001;
Prieur et al., 2001; Ahlers et al., 2000).

Mezi znameé inhibitory komplexu | patfi rotenon, piericidin A, bullatacine,
fenzaquin a fenpyroxomate (Yano, 2002). Tyto inhibitory nemaji inhibujici u¢inek na
alternativni NADH dehydrogenazy.

2.4.4. Prokaryoticky typ komplexu |

NADH dehydrogenazy prokaryotnich organismi byly studovany na modelu
E. coli, Parraccocus denitrificans, Rhodobacter sphaeroides a Thermus thermophilus
(Sled et al.,, 1993). Tyto enzymy jsou kdédovany operonem nuo (Weidner et al.,
1993).

Bakterialni NADH dehydrogenaza podobna mitochondrialnimu komplexu | je
nazyvana NDH-1. Vykazuje znaénou genetickou, spektralni a kinetickou podobnost
k mitochondrialnimu typy komplexu | (Trumpower, 1990; Yagi, 1991). Obsahuje
FMN a Fe-S centra (N1a, N1b, N2, N3, N4 a pravdépodobné N5) (Sled et al., 1993).
U purpurové fotoheterotrofni bakterie Rhodobacter sphaeroides, u E. coli a u
Klebsiella pneumoniae je schopna jako substrat vyuzivat i deaminoNADH
(Matsushita et al., 1987).

Nékteré skupiny enzymové rodiny NDH-1 maji rozmanitéjsi skladbu
podjednotek a rlizny pocet a typ kofaktorl a fyziologickych substratl (napf.
translokuji Na* misto H* - Steuber et al., 2000). V autotrofnich bakteriich komplex |
katalyzuje zpétnou reakci z chinonu na NAD* (Aleem & Lees, 1963).

Rozmanitost bakterialniho komplexu | a diverzita enzym( fylogeneticky
pfibuznych rodiné komplexu | poskytuje novy nahled na strukturalné-funkéni vztahy

komplexu I.
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2.4.5. Mitochondrialni komplex |

Nejintenzivnéji byl prostudovan komplex | pochazejici z mitochondrii srdce
hovéziho dobytka (Hafeti, 1985; Walker, 1992), houby Neurospora crassa (Weiss et
al., 1991; Schulte, 2001; Videira & Duarte, 2001) a kvasinky Yarrowia lipolytica
(Kerscher et al., 2001).

Biosyntézy komplexu | ( transkripce, translace, transport, vkladani kofaktor(,
skladani) se ucastni vice nez 100 genl. Jednotlivé procesy musi byt presné
regulovany, aby odpovidaly riznym stupfim metabolické aktivity v jednotlivych
tkanich a burikach (Yano, 2002).

2.4.5.1. Komplex | mnohobunéénych eukaryot
2.4.5.1.1. Bos taurus

Komplex | z mitochondrii hovéziho srdce je slozen ze 43 podjednotek o
celkové molekularni velikosti ~1000 kDa. VétSina podjednotek je kédovana v jaderné
DNA (nDNA). Pouze sedm podjednotek (ND1-6 a ND4L) je kdédovano
mitochondrialni DNA (mtDNA). Tyto podjednotky jsou hydrofobni a slouzi k uchyceni
komplexu v membrané (Yano, 2002).

Kromé klasického NADH + H* je komplex | schopen jako substrat vyuzivat i
NADPH, z néhoz pfenasi elektrony na ferrikyanid. Tato reakce ale dosahuje pouze
0,13 % aktivity pfenosu elektroni z NADH + H® na ubichinon (Hafeti, 1985).
Kofaktorem této dehydrogenazy je FMN v mnozstvi 1 molekula FMN na 650000 Da
enzymu.

Komplex | mGze byt inhibovan capsaicinem, jeho syntetickymi analogy a 4-(4-

tert-butyl-fenoxy)-N-(3,4-dimetoxy-benzyl)-benzamidem (Yagi, 1990).
2.4.5.1.2. Ascaris suum

Zvlastni typ komplexu | se nachazi u mnohobunéénych parazitl, ktefi se
béhem svého Zivotniho cyklu musi adaptovat na prostfedi s rliznym obsahem
kysliku. Pfikladem takového parazita je nematod Ascaris suum. Jeho vyvojova
stadia vyuzivaji klasicky aerobni metabolismus zajiStovany mitochondrii. Naproti
tomu dospélci se musi vyrovnat s nizkou tenzi kysliku, ktera je v travici soustavé
jejich hostitele (Kita et al., 2001).
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Komplex | téchto parazitli je schopny vyuzivat odli§né chinony. Za aerobnich
podminek pfenasi elektrony na klasicky ubichinon. B&éhem anaerobni respirace
slouzi k prenosu redukénich ekvivalentli rhodochinon, nizkopotencialni akceptor
elektron( (Herwerden, Blair & Agatsuma, 2000). ProtoZe je i tento prenos elektronii
spojen s translokaci protonl, dochazi k syntéze ATP. Efektivita je ovSéem nizsi nez u

klasické respirace (Kita et al., 2001).

2.4.5.2. Komplex | jednobunéénych eukaryotnich organismu
2.4.5.2.1. Yarrowia lipolytica

Komplex | této kvasinky je slozeny z pfiblizné 35 podjednotek (Djafarzadeh et
al., 2000), je schopen jako akceptor elektronll vyuzivat kromé& ubichinonu také
decylubichinon a  hexaminruthenium(lll)-chlorid  (Kashani-Poor,  Kerscher,
Zickermann & Brandt, 2001).

Pomoci elektronové paramagnetické rezonantni (EPR) spektroskopie bylo
identifikovano 5 Fe-S center, a to N1, N2, N3, N4 a N5 (Kerscher et al., 2002). N1 je
[2Fe-2S] centrum vykazujici EPR spektrum pfi teplotach nad 30 K, ostatni jsou
tetranuklearniho typu a jsou detekovana pfi teplotach pod 20 K (Kerscher et al.,
2002). Centrum N5 je jediné detekovatelné pfi teplotach pod 10 K. Podobné centrum
bylo nalezeno pouze v komplexu | hovéziho srdce (Ohnishi , 1998) a komplexu
pochazejicim z Rhodobacter sphaeroides (Sled et al., 1993).

Sedm zakladnich podjednotek komplexu | odpovida 75-, 51-, 49-, 30-, 24-
kDa, TYKY a PSST podjednotce komplexu | mitochondrie hovéziho srdce (Kerscher
et al., 2002).

Kromé klasického komplexu | ma Y. lipolytica také alternativni
NADH : ubichinon oxidoreduktazu NDH-2. Pokusy s pfesmérovanim této
dehydrogenazy na vnitfni stranu vnitfni mitochondrialni membrany pomoci pfipojeni
N-terminalni cilové mitochondrialni sekvence k podjednotce NUAM (75 kDa)
ukazaly, Ze takto pozménény enzym miiZe nahradit funkci komplexu |, jehoz ztrata je
v normalnim pfipadé pro buriku letalni. Vnitiné orientovana NDH2 také umoziuje

burice rast i v pfitomnosti inhibitoru komplexu | 2-decyl-4-quinazolinyl aminu (DQA).
2.4.5.2.2. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae je kvasinka adaptovana na alkoholové kvaseni (Lagunas, 1986),

ktera neobsahuje komplex I. Byly zde ale nalezeny 3 homology alternativhi NADH
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dehydrogenazy kdédované geny SCNDI1, YMR145c a YDL0O85w (Kerscher Okun &
Brandt, 1999). Dva z nich (YMR145¢c a YDL085w) maji vnéjsi orientaci (Luttik et al.,
1998; Small & McAlister-Henn, 1998), zatimco jeden je orientovan na matrixové
strané vnitfni mitochondrialni membrany a mize byt povazovan za metabolického
zastupce komplexu | (Marres et al., 1991; de Vries et al., 1992). Je to jednoduchy
polypeptidovy fetézec obsahujici jednu molekulu nekovalentné vazaného FAD. Je
kédovan genem SCNDI1 (de Vries et al., 1992).

Protein SCNDI1 je evolu¢né vzdaleny od ostatnich tii enzymU( nalézanych u
hub. Pfedpoklada se, Ze spoleény prfedek houbovych alternativnich NADH:
ubichinon oxidoreduktaz mél externi orientaci a Zze interné orientovana forma NDH2
vznikla ziskanim cilovych sekvenci pro mitochondrialni matrix (Kerscher Okun &
Brandt, 1999).

2.4.5.2.3. Trypanosoma brucei

Prvok T. brucei je dvojhostitelsky parazit, ktery obsahuje jedinou mitochondrii,
jejiz metabolicka aktivita a struktura se méni v zavislosti na zivotnim cyklu parazita.
Mitochondrie krevnich forem trypanosom nemaji aktivni enzymy energetického
metabolismu, tj. Krebsova cyklu a dychaciho fetézce. Jejich kristy jsou tubularni.
Ug&astni se pouze na udrzovani oxidoredukéniho potencialu. Energeticka potieba je
pokryta glykolyzou glukézy pfitomné v krvi hostitele (Opperdoes, 1987). V hmyzim
vektoru trypanosomy obsahuji velkou mitochondrii, ktera ma pIné vyvinuty dychaci
retézec (Hajduk et al., 1992).

U tohoto organismu byly nalezeny dvé formy NADH dehydrogenazy (Fang,
Wang & Beattie, 2001). Prvni z nich je citlivd na klasické inhibitory komplexu |, jako
je rotenon, piericidin A nebo capsaicin (Fang, Wang & Beattie, 2001). Naproti tomu
druha je na rotenon necitliva (Fang & Beattie, 2002). Tato necitlivost naznacduje, Ze
se jedna o alternativni NADH dehydrogenazu, ktera neni schopna prispivat ke
vzniku protonového gradientu a tim k syntéze ATP. Jako kofaktor obsahuje
nekovalentné vazany FMN a je lokalizovana na vnitfni mitochondrialni membrané.
Je to enzym o celkové molekularni hmotnosti 65000 Da sloZzeny ze dvou
podjednotek (2x 33000Da). Jako substrat vyuziva NADH + H*, ze kterého pienasi
elektrony na 2,6-dichlorfenolindofenol nebo ubichinon, ubichinon-0, ubichinon-1 a
ubichinon-2. Produktem reakce je NAD* a redukovany 2,6-dichlorofenol indofenol,

respektive ubichinol. Alternativné ale mlze vyuzivat také NADPH, z néhoZ pfenasi
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elektrony na ubichinon-1. Optimalni pH pro aktivitu NADH: ubichinon oxidoreduktazy
je 6, stabilni je pfi pH = 4,5. Jeji aktivitu Ize inhibovat difenyl iodoniem (Fang &
Beattie, 2002).

Rotenon citivda NADH dehydrogenaza byla ¢asteéné purifikovana. Pomoci
imunoblottingu v ni bylo identifikovano nékolik podjednotek homolognich komplexu |
(51 kDa, PSST, TYKY, ND4, ND5, ND7). Cely komplex ma molekulovou hmotnost
asi 600 kDa a sklada se z minimalné 11 podjednotek. Podjednotky jsou kédované
mitochondrialnimi i jadernymi geny. Tato data svédCi o tom, Ze komplex |
mitochondrie trypanosomy by mohl byt podobny komplexu | bakterii, ktery se sklada
z 13-14 podjednotek a ma molekulovou hmotnost cca. 550 kDa (Fang, Wang &
Beattie, 2001).

2.4.5.2.4. Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei

Relativné malo je znamo o komplexu | téchto intracelularnich parazitickych
protozoi zpUsobujicich malarii a ostatnich pfislusniki kmene Apicomplexa. Jeho
pfitomnost u té&chto organismi je nejasna.

Béhem asexualniho stadia Zivotniho cyklu v erytrocytech &lovéka postrada
jejich mitochondrie kristy, coz indikuje, Ze jejich metabolicka aktivita je limitovana
(Fry & Beesley, 1991; Krungkrai, 1995;Krungkrai et al., 1993; Langreth et al., 1978).
Potfebna energie je tvofena anaerobni glykolyzou (Sherman, 1979). Pfedpoklada se
v§ak pfitomnost elektron-transportniho systému, ktery je nezbytny pro rlist a pfeziti
trofozoitl (Ginsburg et al., 1986; Krungkrai, 2000; Uyemura et al., 2000).

Katalytické podjednotky NADH dehydrogenazy byly demonstrovany a
¢astécné purifikovany z P. berghei, parazita hlodavcl, a P. falciparum, plivodce
lidské malarie (Krungkrai et al., 2002). Dehydrogenaza se li§i od savc&iho typu
fyzikalné a kineticky. Enzym je z 90% citlivy na 2,5 pM rotenon a na plumbagin (5-
hydroxy-2-methyl-1,4-naftochinon, analog ubichinonu). Na plumbagin je mnohem
citlivéj§i nez enzym savéi. Tento fakt by mohl byt vyuZit pfi vyvoji antimalarik
(Krungkrai et al., 2002).

2.4.5.2.5. Trichomonas vaginalis

Trichomonady jsou pokladany za amitochondrialni organismy, které tvofi ATP
substratovou fosforylaci v hydrogenosomech (viz. 2.2.2.). Komplexy dychaciho
fetézce nebyly u téchto prvokid dosud zjistény. Sekvenovani genomu T. vaginalis

v8ak ukazalo, ze trichomonady maji geny svyraznou homologii ke dvéma
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podjednotkdam komplexu | o velikostech 51 kDa (NuoF, Tvh47) a 24 kDa (NuoE,

Tvh22). Jejich bunécna lokalizace a funkce v8ak neni znama.

2.4.6. Evoluce komplexu |

Velka podobnost nékterych podjednotek komplexu | (45 kDa, 51 kDa, PSST,
ND1 a ND5) a [NiFe] hydrogenazy vedla k domnénce, ze pochazeji ze spole¢ného
pfedka (Yano, 2002).
Friedrich & Scheide, 2000) predpokiada, Zze komplex | je odvozen od enzymu

"Molekularni evoluéni teorie" (Friedrich & Weiss, 1997,

podobného [NiFe] hydrogenaze. K tomuto plvodnimu enzymu se béhem evoluce
pfipojily dal§i funkéni moduly (modul hydrogenlyazy, modul Na+/H+ antiporteru,
modul NADH dehydrogenazy) a vytvofily tak komplexni enzym (Yano, 2002; Obr. 5).

Obr. 5. Evoluce komplexu |

Upravené podle Yana, 2002
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3. Cile diplomové prace

1. Zjistit bunécnou lokalizaci proteini s homologii k podjednotkam mitochondrialniho
komplexu | o velikostech 51- a 24 kDa, kédovanych v jadfe T. vaginalis, a zjistit
mista odstépeni jejich adresovych sekvenci.

2. Pomoci bioinformatickych metod vytipovat dal$i podjednotky komplexu I.

3. Vytipované geny zaklonovat a zjistit bunéénou lokalizaci jejich produktd.

4. Pokusit se identifikovat podjednotky komplexu | biochemickymi metodami:

I. Blue Native Gel Electrophoresis
II. Afinitni chromatografie

lll. Kapalinova chromatografie
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4. Material a metody
4.1. Organismy

4.1.1. Trichomonas vaginalis

K transfekénim pokusim jsem pouzivala T. vaginalis kmen T1 (izoloval J.-H.
Tai, Taiwan). Bunky byly péstovany v axenické kultufe v médiu TYM pH 6,2 (viz.
4.2.1) s agarem pfi 37°C. Kultury byly pfeoCkovany kazdych 24 hodin. Pro ziskani
vétsich objemd kultury nutnych k transfekcim a frakcionacim byly bufky postupnym
pasazovanim pievedeny do TYM média bez agaru, poté bylo 10 ml (1 zkumavka)
nao¢kovano do 100 ml média bez agaru. Po 24 hodinach bylo 100 ml kultury
naotkovano do 500ml (frakcionace) nebo 1000 ml (transfekce) TYM média bez

agaru. Buriky byly zpracovavané po 24 hodinach kultivace.

4.1.2. Escherichia coli

Béhem pokusl jsem pouzivala bakterie E. coli kmen XL1-Blue (Stratagene,

http://stratagene.com/products/showProduct.aspx?pid=549) a kmen BL21- Gold

(DE3) pLysS (http://stratagene.com/products/showProduct.aspx?pid=551).

4.2. Kultivaéni média

4.2.1. Médium TYM (Diamond 1957)

10 g kazeinovy hydrolyzat; 5 g kvasniény autolyzat; 2,5 g maltéza; 0,1 kyselina
askorbova; 0,5 g L-cystein hydrochlorid; 0,4 g KH,PO4; 0,4 g KoHPOy4; (0,25 g agar);
500 ul zasobniho roztoku citratu zelezito — amonného; 450 ml destilovana voda;
pH 6,2. Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 min), poté pfidat 50 ml inaktivovaného
(566°C, 30 min) koriského séra.

4.2.2. LB médium

2,5 g kvasniény autolyzat; 5 g kazeinovy hydrolyzat; 5 g NaCl; (6 g agar); 500 ml
destilovana voda; pH 7. Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 min).
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4.2.3. SOC médium

2 g kazeinovy hydrolyzat; 0.5 g kvasni¢ny autolyzat; 0.05 g NaCl; 1 ml 250 mM KCI;
destilovana voda do 100 ml; pH = 7. Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 min). Pfidat
1.8 ml 20% roztoku glukozy sterilizované pfes filtr a 0.5 ml sterilniho roztoku 2M
MgCl,.

4.3. Zasobni roztoky

Antibiotika:
Amikacin (Brystol — Myers Squibb)....... 25 mg/mi
Ampicilin (Sigma) ....cccooeeeeeiiiiiiiii, 100 mg/mi
Geneticin G418 (Sigma)......cccceecveeeenns 100 mg/ml
Penicilin (Biotika)............cooeceiiiiiiieennas 100 000 U/ml
Kanamycin (Sigma).........ccccceeeeeeeeeeen.n. 100 mg/mi
Chloramfenikol (Sigma)...........cccccece... 50 mg/ml
Tetracyklin (Sigma) ......ccccccccvvevvreenenenn. 10 mg/mi

Blokovaci roztok (imunobloting):

10% suSené mléko (Laktino, odtué¢néné); 0,25% Tween 20, PBS

Blokovaci roztok - protilatka proti streptavidinovému taqu (imunobloting):
3% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma); 0.5% Tween; PBS

Blotovaci pufr (imunobloting):
100 ml 10x konc. PBS: 200 ml metanol; 700 ml destilovana voda

Blotovaci roztok (imunofluorescence):
PBS; 0,25% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma); 0,25% Zelatina (Gelatin from
porcine skin Type A, Sigma, # G2500)

Citrat zelezito — amonny:

1.14 g citrat Zelezito — amonny (Lachema); 50 ml destilovana voda

Fyziologicky roztok:

9 g NaCl; destilovana voda do1000 mli

Inhibitory proteaz:

TLCK (Tosyl-lysin-chlormetylketon) 25 mg/ml; Leupeptin 5 mg/mi
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IPTG (Isopropyltiogalaktosid):
238 mg IPTG do 10 ml destilované vody (0,1 M, Sigma, #V3951)

PBS (Phosphate Buffer Saline):
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,53 g Na;HPOq; 0,2 g KH,POy4; destilovana voda do 1000 ml;
pH 7,4

Pufry pro izolaci plasmidové DNA (MaxiPrep Merlin):
Merlin I: 50 mM glukéza; 25 mM TrisHCI; pH 8; 10 mM EDTA. Sterilizovat

v autoklavu (120°C, 20 min). Pfidat RNazu A bez DNazové a proteazové aktivity

(Fermentas, #EN0531) do finalni koncentrace 10 ug/ml. Skladovat v chladnicce.
Merlin II: 0,2M NaOH; 1% SDS

Merlin lll: 3M acetat draselny+ pH 5,5. Rozpustit 61,35 g acetatu draselného
v 37,5 ml kys. octové a doplnit destilovanou vodou do 500 mi.

MerlinMax binding buffer (Merlin IV): Rozpustit 133,68 g guanidin hydrochioridu
v 66,67 ml roztoku Merlin Ill a 40 ml destilované vody. Michat v isté nadobé za
mirného zahfivani. pH 5,5.

MerlinMax Resin Slurry: Do 200 ml roztoku Merlin IV pfidat 30 g Diatomaceous
Earth (Sigma, # D5384). Uchovavat pfi RT.

Merlin V: 200 mM NaCl; 20 mM TrisHCI; 5 mM EDTA, 50% etanol; pH = 7.5

Pufry pro ,.Blue Native PAGE‘:

3x Gelovy pufr: 150 mM Bis—Tris (Sigma); 1,5 M aminokapronova kyselina (Sigma);
pH=7.0

Katodovy pufr: 15 mM Bis—Tris; 50 mM Tricin (Sigma)

Modry katodovy pufr: katodovy pufr; 0.02% Serva Blue G (Feinbiochemica)
Anodovy pufr: 50 mM Bis—Tris (pH=7.0)

AB mix: 48% akrylamid; 1.5% bisakrylamid

G: 10% amonium persulfat

Vzorkovy pufr (MB2): 0.5 ml gelového purfu; 0.5 ml 2M aminokapronové kyseliny;
4ul 500 mM EDTA

Pufry pro afinitni chromatografii na Ni-NTA koloné za nativhich podminek:

Lyzaéni pufr: 50 mM NaH;PO,4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol; pH = 8.0

Eluéni pufr: 50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 400 mM imodazol; pH = 8.0
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Pufry pro chromatografii na monoS katexu a na hydroxyapatitu:

Pufr A: 10 mM KH,PO,; pH = 6.8
Pufr B: 10 mM KH,POy4; 1M NaCl; pH = 6.8
Pufr C: 500 mM KH,PO4; pH = 6.8

Purfy pro imunobloting proteini na PVDF membranu:
5x zasobni vzorkovy pufr: 0.5 M sachar6za; 15% SDS; 312.5 mM EDTA;
destilovana voda do 250 ml, pH=6.9

5x vzorkovy pufr: 100 pl merkaptoetanoiu; 100 pl 0.05% bromfenolové modie (BPB,
Serva); 2 ml 5x zasobniho vzorkového pufru

Towbin pufr: 25 mM Tris; 192 M glycin; 20% metanol; destilovana voda do 1l

RNaza A:
10 mg/ml (Fermentas, #EN0531)

Roztoky pro stanoveni mnozstvi proteinu dle Lowryho:
Roztok A: 2% Na,CO3 v 0,1 N NaOH.
Roztok B: 0,25g CuSO4 + 0,5g vinanu Na (nebo K/Na). Pfed smichanim obé latky

rozpustit, roztoky slit, pfidat mensi pecicku NaOH a doplnit do 50 ml vodou.

Skladovat v lednici.
Roztok C: Folin — ciocalteaufenolové reagens. Cerstvé fedit zasobni roztok 1:2
(folin : voda).

Roztok D:1 ml roztoku B + 50 m| roztoku A, ¢erstvé naredit

Roztok barvy Coomasie Brilliant Blue:

50 mg Coomasie Brilliant Blue (Serva); 45 ml metanol; 45 ml destilovana voda; 10 ml

kyselina octova

Roztok barvy Ponceau:

0.5% Ponceau (Loba Feinchemie) v 1% kyseliné octové
ST médium:
85.7 g sacharéza; 1.21 g TRIS; 37 mg KCI; destilovana voda do 1000 ml; pH 7,2

X-gal:
100 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosid (#V3941) do 2 ml N,N’- dimethyl-

formamid
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4.4. Pouzité plasmidy
441. pGEM T - Easy

PCR produkty byly ligovany do plasmidu pGEM T — Easy (Promega), ktery
k ligaci vyuziva TA koncl produkovanych Tag polymerazou.

Obr. 5. Plasmid pGEM T — Easy
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4.4.4. pET 28a

Pro expresi proteind v bakteriich byl pouzit plasmid pET 28a (Novagen).
Tento plasmid obsahuje N — koncovy i C- koncovy polyHis tag, diky kterému jsou
rekombinantni proteiny zachyceny na Ni — NTA matrici.

Obr. 6. Plasmid pET 28a
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4.4.3. pMasterNeo
K overexpresi proteind znacenych hemaglutinovym nebo pentahistidinovym
tagem v trichomonadach byl pouzivan expresni plasmid pMasterNeo HAHA

(poskytla Patricia J. Johnson, University of California, USA) a pMasterNeo 5x His (v
nasi laboratofi zkonstruoval Pavel Dolezal).

Obr. 6. Expresni vektor pMasterNeo HAHA tag

UTR STK ~ nepfekladana regulagni oblast genu pro sukcinat thiokinazu T. vaginalis
HA/His — hemaglutinovy / pentahistidinovy tag

NEO - gen pro rezistenci k neomycinu

UTR tub - nepfekladana regulacni oblast genu pro tubulin 7. vaginalis

Ndel Accb5/

L v

I Y15 UTR STK [ GEN HAMisT sTop 1 3°UTR 5TI4 N\

<

Master Neo

9 Kb
;3’U’mmb o NEO Ll 5’UTR b _/
4.4.4. pTagVag

Dalsim plasmidem pouzitym pro overexpesi proteini v trichomonadach byl

pTagVag, obsahujici bud hemaglutinovy (pfipravii Pavel Dolezal), nebo

streptavidinovy tag (pfipravila Tamara Smutna, nase laborator).

Obr. 7. Expresni vektor pTagVag

UTR STK - nepfekladana regulagni oblast genu pro sukcinat thiokinazu T. vaginalis
HA / STREP — hemaglutinovy / streptavidinovy tag

NEO - gen pro resistenci k neomycinu

UTR tub - nepfekladana regulacni oblast genu pro tubulin T. vaginalis

Ndel Acc65]

JV VL

[ Y15 UTR STK GEN gA/' stop [ 3‘UTRST4_\

TagVag
6 Kb

3’UTR tub NEO M 5’UTR tub
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4.5. Molekularné biologické techniky

4.5.1. I1zolace gDNA T. vaginalis

Genomova DNA byly izolovana z20 ml kultury trichomonad kmene T1

pouzitim High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

4.5.2. Amplifikace DNA pomoci PCR

Tab. 3. Pouzité primery

Mista Stépeni restrikénich endonukleaz jsou podtrzené a znacené trojuhelni¢kem.

teplota restrikéni
nazev sekvence
nasedani misto
Tvh47NdelF GCAATT CAYTATG CTT GCA GCATAC 42°C Ndel
Tvh47Acc65/R CAT CGAGYGT ACC CTC AGC GAC GCA AGC 42°C Accb5l
Tvh22NdelF ATC CAVYT ATG ATG CTT GCC TCA GTC AAC 60°C Ndel
Tvh22Acc65/R ATCGYGT ACCTGG GAG TGG TCT TGG TGG 60°C Acc65!
TvhND4NdelF ATC GCAY TAT GAT GGA AAC AAT CAC ACC CG 55°C Ndel
TvhND4Acc65/R ATC GGVYG TAC CCAATAAAATAT TATTTG 55°C Acc65!
TvhND6NdelF ATC GCA VTAT GAT GAACTT TTT CAAGAATT 55°C Ndel
TvhND6Acc65/R ATC GGGY TAC CGAATT TCC TTG ATC CGT 55°C Acc65/
TvhND1VsplF ATC GATY TAA TAT GAC TGA TAT CGA AAA CC 61°C Vspl!
TvhND1BamHIR ATC GGYG ATC CCACTT CAT CAGATT TG 61°C BamHI
TvhND2VsplF ATC GAT YTAA TAT GCCAGATTT TAC AGC AT 61°C Vspl
TvhND2BamHIR ATC GGGY ATC CTG GCT GAACAAGTTTTG 61°C BamHI
TvhND6Xho/R | GAT CCYT CGA GTT ATT AGAATT TCC TTG ATCC 58°C Xhol

Podminky PCR: 20ul reakce (chemikalie Fermentas)

2 ul 10 x PCR pufr bez MgSO4
0,4 pl 10 mM dNTP Mix

2.5 pl MgSO4

1 pl 10 uM primer F

1 pl 10 uM primer R

1 pl gDNA T. vaginalis

0,2 pl 5U/ pl Taq DNA polymeraza
0,2 ul 2,5U/ pl Pfx DNA polymeraza
doplnit sterilni vodou do 20 pl
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Program PCR (cycler PTC-200, MJ Research)

w2

94°C..5 min (denaturace)

94°C..0,5 min (denaturace)
X°C ...0,5 min (nasednuti primer()
72°C..1min (syntéza DNA)

kroky 2 — 4 opakovat 35 x

5. 72°C..7 min
6. 4°C....nastalo

X = teplota nasedani primer(

Ovéreni bakterii na pritomnost viozenych genu pomoci PCR:

Kolonie bakterii transformovanych plasmidy byly rozsuspendovany do 50 ul

sterilni destilované vody. 10 ul bakterialni suspenze bylo denaturovano programem
CRACK (cycler PTC-200, MJ Research):

6.

o bk 0bp =

96°C....
50°C....
96°C....
45°C....
96°C....
40°C....

5 min
1,5 min
1,5 min
1min
1 min
1 min

Denaturovana suspenze byla nasledné analyzovana pomoci PCR za

podminek specifickych pro vioZzeny gen. Zbytek suspenze byl vyset na plotny s LB

médiem a selek&nim antibiotikem. Jedna vybrana pozitivni kolonie byla zamrazena

(-70°C) s 15% glycerolem a dale ovéfena sekvenaci.

4.5.3. DNA elektroforéza

Metoda horizontalni

DNA elektroforézy v 1% agar6zovém gelu byla

pouzivana pro analyzu vzork(i DNA (PCR, restrikéni $tépeni, izolace plazmidd). Pro

vizualizaci DNA byl do agarbézového gelu pfidan ethidium bromid. Vzorky DNA byly

pfed nanesenim na gel smichany s 6x koncentrovanym vzorkovym pufrem

(Fermentas). Pro zjisténi velikosti fragmentl byly pouzivany standardy 1kb DNA
Ladder a DNA Ladder Mix (Fermentas). Ethidium bromid navazany na DNA byl

vizualizovam UV transluminatorem.
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4.5.4. Extrakce DNA z gelu

Vzorek DNA byl z agarbézového gelu vyiiznut sterilnim skalpelem pod UV
transluminatorem. Poté byla DNA izolovana pouzitim QIAquick Gel Extraction Kit
(250) (Qiagen).

4.5.5. Ligace PCR produkti do plasmidu pGEM T — Easy
PCR produkty byly zaligovany do plasmidu pGEM T-Easy pouzitim pGEM
T-Easy Cloning Kit (Promega).

4.5.6. Restrikce

0,5 ug DNA

1 ul pufru 10 x O* / R* nebo 2 pl pufr 10 x Tango Y (Fermentas)
0,5 pl restrikéniho enzymu (10U/pl, Fermentas)

Restrikce probihala pifes noc v termostatu pfi 37°C.

4.5.7. Ligace DNA do expresnich vektort

Linearizované plasmidy a geny s odpovidajicimi restrikénimi misty na 3' a 5
koncich byly izolovany z gelu a ligovany v poméru 3 : 1 hodinu pfi 22°C. Poté byla
T4 DNA ligaza inaktivovana 10 minut pfi 65°C.

Reakéni podminky (chemikalie Fermentas):

5 — 10 pl smési vektoru a plasmidu v poméru 3 : 1
2 pl 10 x ligaéniho pufru s ATP
0.5 pl T4 DNA ligazy (5U/ul)

4.5.8. I1zolace plasmidové DNA pomoci metody ‘“Maxiprep Merlin‘

Maxiprep Merlin byl pouZivan pro izolaci dostateéného mnozstvi
rekombinantni plasmidové DNA nutné pro tranformaci T. vagianlis.

Postup:

1. 1 litr bakterialni kultury centrifugoval pfi 3000 RPM/10 min, 4°C (K70 Janetzki).
Bakterialni pelet rozsuspendovat v 10 ml Merlin | a pfenést do steriini 50 ml
plastové zkumavky (Falkon).

2. Piidat 10 ml Merlin Il a pfi pokojové teploté (RT) 5 minut opatrné pfevracet.

3. Pridat 10 ml Merlin 1ll, ddkladné promichat a smés inkubovat 30 min v ledové

lazni.
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4. Smés centrifugovat pfi 20000 RPM/ 20 minut/ 4°C (Beckman Optima L; rotor Ti

1.

12.

13.

14.

50.2).

Supernatant sterilné pfenést do nové 50 ml zkumavky a pfidat izopropanol
v mnoZstvi rovnajici se 0,6ti nasobku objemu supernatantu. Dobfe promichat.
Zde se mliZze postup pferusit a nechat precipitovat do druhého dne (4°C).
Centrifugovat pii 9000 RPM/ 30 min/ 25°C (Hettich 32R). Odsat supernatant a
pelet DNA ususit.

Rozpustit DNA v 2 ml HPLC vody.

Pridat 15 ml MerlinMax binding Buffer a § ml MerlinMax Resin Slurry. Suspenzi
MerlinMax Resin Slurry je tfeba nékolika minutovym tfesenim dobfe rozmichat.
Smés michat pfi RT na horizontalni tfepaéce 50 RPM / 20 minut.

Kolonku ( Econo-Pac Disposable Chromatography columns, BioRad) upevnit do
stojanku na stole a pfipojit k vyvévé. Do kolony nalit smés s plazmidovou DNA a
vyvévou odsavat roztok, dokud se v kolonce nevytvori pevné lizko z kiemicitanu
s navazanou DNA. Poté DNA dvakrat promyt roztokem Merlin V (vyvéva). Po
druhém vymyti nechat bézet vyvévu jesté alespon 5 minut.

Kolonku vyjmout z aparatury, ufiznout ji vrSek a vlozit ji do steriini 50 ml
zkumavky (Falcon). Pfidat 1,5 ml HPLC vody pfedehiaté na 80°C a centrifugovat
pfi 9000 RPM/ 3min/ 25°C (Hettich 32R). Eluci DNA horkou vodou opakovat
4krat.

DNA rozpusténou v HPLC vodé precipitovat etanolem o objemu rovnajicim se 2,5
nasobku objemu HPLC. V tomto kroku mozZno pierusit a nechat precipitovat do
druhého dne (-20°C).

Centrifugovat pfi 9000 RPM/ 30 min/ 25°C (Hettich 32R). Pelet vysus$it a
rozsuspendovat v 0,5 — 0,75 ml HPLC vody.

Zmérit optickou densitu pfi 206 nm a vypocitat koncentraci DNA.
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4.5.9. Vypocet koncentrace DNA

K vypoétu koncentrace ziskané plasmidové DNA je tfeba znat jeji optickou

densitu pfi 260 nm. Pro transformaci T. vaginalis je potieba 50 pug plasmidové DNA.
c =50 x Azeo X zfedéni
V =50/c

¢ = koncentrace DNA (ug/ul)
Azeo = opticka densita DNA pfi 260 nm
V = objem roztoku DNA, ve kterém je pfesné 50ug DNA

4.5.10. Transformace bunék E. coli

4.5.10.1. Kmen XL-1-Blue

Kompetentni bunky E. coli kmene XL-1-Blue byly smichany s ligaénim
produktem a ponechany v ledové lazni 30 min, nasledné byly transformovany
teplotnim Sokem (42°C, 30s). Po pfidani SOC média (37°C) byly inkubovany 1h na
tfepacce pfi 200 RPM a 37°C. Transformované burky byly vysety na Petriho plotny
s tuhym LB médiem s ampicilinem (100 pg/ml) nebo kanamycinem (25 ug/ml) a pres

noc inkubovany v termostatu (37°C).

4.5.10.2. Kmen BL21

Kompetentni buriky E. coli kmene BL21 byly v elektroporaénich kyvetach
(2MM Gene Pulser Cuvette, BioRad) smichany s 200 — 500 ng plasmidu a
transformovany elektroporaci na elektroporatoru GenePulser Xcell (BioRad) pfi
2.5kV a 50 pF. Poté byly ihned rozsuspedovany v 500 yl SOC média a inkubovany
1h pfi 220 RPM / 37 °C. 100 ul transformovanych bunék bylo vyseto na plotny
s tuhym LB médiem se selekénim antibiotikem. Plotny byly pfes noc inkubovany

v termostatu pfi 37 °C.
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4.5.11. Transformace T. vaginalis

1.

V plastovych 50 ml zkumavkach (Falcon) sterilné stocit 1 litr kultury trichomonad
kmene T1 pfi 3000 RPM / 10 min / 4°C (Hettich 32R).

2. Zvazit pelet a na kazdy gram pridat 0,5 ml TYM 6,2 bez agaru. Rozsuspendovat.

3. Suspenzi 4 x sterilné pietladit pres injekéni jehlu 23G.

4. Do 0,4 cm kyvety (4MM Gene Pulser Cuvette, BioRad) na ledu napipetovat 300 pl

bunék a 50 pg plasmidové DNA. Objem DNA musi byt mensi nez 30 pl.
Elektroporace pfi 350V a ¢asové konstanté 175 ms nebo pfi 350 Va 975 pF
(elektroporator GenePulser Xcell, BioRad).

Bunky ihned rozsuspendovat do vytemperovaného (37°C) média TYM 6,2 bez
agaru s penicilinem (1000 U/ml) a amikacinem (250 U/ml) v 50 ml zkumavkach.
Zkumavky inkubovat v termostatu (37°C).

. Po 4 h pridat ke kultufe geneticin do koncentrace 100 pg/ml k selekci pozitivnich

transformantu.
Po 24 hodinach preockovat kulturu do 10 ml zkumavky TYM 6,2 s agarem a
geneticinem (100 ug/ml). Do stejného média pifeoCkovat buriky kazdych 48h.
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4.6. Biochemickeé techniky

4.6.1. Priprava bunéénych frakci T. vaginalis

Hydrogenosomy byly izolovany z trichomonad v logaritmické fazi rastu.

Postup:

1.

Centrifugovat pul litru kultury trichomonad pfi 3000 RPM / 15 min / 4°C (K70
Janetzki).

Sediment bunék rozsuspendovat v chladném fyziologickém roztoku a pienést do
50 ml plastové zkumavky (Falcon). Promyt dvakrat chladnym fyziologickym
roztokem a jednou chladnym ST médiem centrifugaci pfi 3000 RPM/ 5 min/ 4°C
(Hettich 32R).

Buriky rozsuspendovat v 10 ml ST média a pfidat inhibitory proteaz do vysledné
koncentrace 10 ug/ml leupeptin a 50 pg/mi TLCK.

Od této chvile drzet suspenzi na ledu a 5 minut odvzdusfiovat mirnym proudem
dusiku.

Buriky homogenizovat na sonikatoru Vibra Cell pii amplitudé 40 a délce pulzu 1
sekunda. Sonikaci opakovat 2-3krat, po kazdém opakovani suspenzi promichat a

mikroskopicky zkontrolovat.

6. Z homogenatu odebrat 200 pl pro analyzu pomoci imunoblotingu.
7. Centrifugovat pfi 800g / 10 min/ 4°C (Hettich 32R). Sediment tvofi frakci jader a

buné&énych membran.

Supernatant centrifugovat pfi 13500 RPM/ 30 min/ 4°C (Beckman Optima L, rotor
Ti 50). Sediment predstavuje LGF (Large Granule Fraction), obsahujici lysoosmy
a hydrogenosomy.

Supernatant centrifugovat pfi 45000 RPM/ 45 min/ 4°C (Beckman Optima L, rotor
Ti 50). V supernatantu je cytoplasma. Odebrat 200 pl na Western blot.

10.LGF dvakrat promyt v 1 ml ST média centrifugovanim pfi 10000 RPM/ 3 min/ 4°C.

Pokazdé centrifugaci opatné odsat bilé lysosomy.

11.Hnédé hydrogenosomy rozsuspendovat v 250 pyl ST média a pfidat inhibitory

proteaz TLCK (50 ug/ml) a leupeptin (10 pug/mi).

12.Hydrogenosomy, cytoplasmu a homogenat udrZzovat na ledu, skladovat pii —70°C.
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4.6.2. SDS - PAGE

Proteiny byly separované podle molekulovych hmotnosti na vertikalnim 12%
polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE). Pfed nanesenim
na elektroforéezu (MiniProtean |lI, BioRad) byly vzorky smichany s 1krat
koncentrovanym SDS - PAGE vzorkovym pufrem, inkubovany 5min pfi 100°C a
centrifugovany pfi 13500 RPM/ 5 min/ 25°C Relativni molekulové hmotnosti protein(
byly zjiStény porovnanim se standardem Sigma VII L. Proteiny byly vizualizované

barvenim gelu roztokem barvy Coomasie Brilliant Blue.

4.6.3. Blue native gel electrophoresis (BN - PAGE)

BN - PAGE slouzi kizolaci enzymaticky aktivnich proteinovych komplexu,
pfedev§im proteini mitochondrialniho dychaciho fetézce. Izolace nativnich
komplexl je dosazeno pouzitim barvy Serva Blue G (SBG, analog barvy Coomasie
Briliant Blue G) a jemnéjSich detergent, neZ je standardné pouzZivany sodium
dodecylsulfat (SDS). SBG dodava proteinim negativni naboj, diky kterému se
mohou separovat v hustotnim gradientovém gelu podle svych molekulovych
hmotnosti. Detergenty pouzivané pro BN-PAGE musi splfiovat nékolik pozadavk:
musi zru8it lipidové interakce membrany, ale nesmi porusit interakce mezi
jednotlivymi proteiny tvoficimi komplexy, zaroven nesmi naruSovat proces
elektroforézy. NejCastéji pouzivané detergenty jsou Triton TX-100 (Merck), n-
Dodecylmaltosid (Roche), octylglucosid (MP Biomedicals) a CHAPSO (Roche).
Dalsi dulezitou latkou pfi BN-PAGE je kyselina aminokapronova, ktera pomaha pfi
solubilizaci protein( (Eubel et al., 2005).

Stabilita proteinovych komplext zavisi na mnoha faktorech. Nékteré komplexy
jsou citlivé na vysokou, nebo naopak velmi nizkou koncentraci soli. Stabilita jinych
komplext mGze byt také narusena dlouhou expozici barvé SBG. V tomto pfipadé je
vhodné nepfidavat SBG ke vzork(im, k udéleni negativnhiho naboje postacuje SBG
pfitomné v modrém katodovém pufru.

Komplexy separované pomoci BN-PAGE (prvni rozmér) lze rozdélit na
jednotlivé podjednotky pomoci klasické SDS — PAGE (druhy rozmér). Lze je také
pifenést na nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu nebo barvit barvou Coomasie
nebo stfibfenim (Eubel et al., 2005).
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Obr. 9. Princip BN — PAGE.

Po solubilizaci jsou proteinové komplexy separované podle molekulovych hmotnosti.

;: BN - PAGE

Solubilized Sample

Obr.10. Druhy rozmér BN — PAGE: SDS - PAGE

Pozadovana ¢ast gelu z BN — PAGE je vyfiznuta a ponofena do denaturujiciho
roztoku (1% SDS, 1% merkaptoetanol), takZze nativni proteinové komplexy se
rozpadnou na jednotlivé podjenotky. Diky SDS a zbytkové SBG jsou proteiny
negativné nabité a mohou byt rozdéleny v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti.
Pfevzato z Eubela et al., 2005

1% SDS / '
1 % fl-Mercaptocthanol SDS-PAGE

Solubilizace hydrogenosomu:

Hydrogenosomy byly rozsuspendované ve vzorkovém pufru a solubilizované

rGznymi detergenty 20 minut na ledu za obcéasného promichani. Poté byly
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centrifugovany 15 minut pfi 13000 RPM (4°C). K supernatantu bylo kratce pred

nanesenim na gel pfidano 5% SBG tak, aby vysledny pomér detergent : SBG byl 1:1

az 10 : 1. K nékterym vzorkim nebylo 5% SBG pfidano, protoze muze pfispét k

nezadouci disociaci proteinovych komplexu.

Elektroforéza:

1.

Sestavit aparaturu pro nalévani polyakrylamidovych gell (MiniProtean |ll,
BioRad), tloustka gelu 0.75 mm.
Nalit separaéni gradientovy gel o hustoté 4% - 20%. Po polymerizaci separaéniho

gelu nalit zaostfovaci 4% gel.

4% (2ml) 20% (2 ml)
3xGB 660 ul 660 ul
AB mix 160 ul 800 ul

H20 1148 ul 136 ul

glycerol - 400 ul
G 15 ul 2ul
TEMED 1 ul 1ul

Sestavit elektroforetickou aparaturu. Jamky naplnit modrym katodovym pufrem,

elektroforetickou vanu anodovym pufrem.

4. Nanést vzorky.

Délit proteiny pfi 60V, dokud &elo elektroforézy nedosahne separacniho gelu.
Poté zvySit napéti az na 300V (max. proud 15 mA). Poté, co €elo dosahne
poloviny gelu, vymeénit modry katodovy pufr za katodovy pufr bez SBG.

Po ukonéeni elektroforézy Ize gel barvit nebo blotovat na nitrocelulézovou nebo
PVDF membranu.

Druhy rozmér elektroforézy: SDS — PAGE:

1.

Po identifikaci komplexu | (imunodetekce) prislusnou ¢ast polyakrylamidového
gelu barveného Coomasie Brilliant Blue R vyfiznout a na nékolik sekund ponofit
do roztoku 1% merkaptoetanolu a 1% SDS.

Vyfiznuty gel polozit na sklo do mista, kam se nana$i zaostifovaci (stacking) gel.

3. Sestavit aparaturu pro nalévani akrylamidovych geli a nalit separacni gel.

Prevrstvit vodou.

Vylit vodu a nalit zaostfovaci gel tak, aby obklopoval ¢ast gelu vyfiznutou z BN
PAGE.

Sestavit elektroforetickou aparaturu a délit proteiny pfi 200 V.
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4.6.4. Imunobloting analyza

Proteiny separované podle svych molekulovych hmotnosti pomoci SDS -

PAGE byly pfeneseny na nitroceluldzovou nebo PVDF membranu a poté

detekovany protilatkou.

4.6.4.1. Blotovani proteinu na nitrocelul6zovou membranu

1.

Nastfihat 6 kus( filtraéniho papiru Whatman a nitrocelulézovou membranu
(Protran, Schleicher & Schuell) podle velikosti gelu. Filtraéni papir a gel namodit

do blotovaciho pufru, membranu namodit do vody a do blotovaciho pufru.

2. Sestavit blotovaci aparaturu.

3. Blotovat pfi konstantnim proudu 350 mA 1 hodinu na aparatufe Mini Trans Blot

Cell (BioRad) nebo pii konstantnim proudu 1,5 mA x cm? gelu 2 hodiny.

. Proteiny na membrané obarvit roztokem barvy Ponceau, vyznadit standardy a

odbarvit membranu vodou.

5. Blokovat membranu v blokovacim roztoku 2 hodiny pfi RT nebo pfes noc pfi 4°C.

6. Membranu inkubovat 1 hodinu s primarni protilatkou v blokovacim roztoku na

vertikalni tfepacce pfi RT.

7. Membranu promyt 3 x 10 minut v blokovacim roztoku na horizontalni tfrepacce.

8. Inkubovat 1 hodinu se sekundarni protilatkou v blokovacim roztoku na vertikalni

9.

tfepacce.

Membranu promyt 2 x 10 minut v blokovacim roztoku a 1 x 10 minut v PBS.

10. Proteiny detekovat barevnou reakci alkalické fosfatazy.

4.6.4.2. Blotovani proteint na PVDF membranu

Prenos proteini na Sequi — Blot PVDF membranu (BioRad) je vyuZivan pfi

jejich N — sekvenaci (Edman). Postup je podobny jako v pfipadé blotovani na

nitrocelul6zovou membranu, az na nékteré odliSnosti:

»

PVDF membrana je hydrofobni, proto musi byt napfed na par sekund namocena
do 100% metanolu a poté ekvilibrovana v transferovém pufru (viz. Towbin pufr).
Po navih€eni nesmi membrana uschnout.

Gel (véetné zaostifovaciho) je nutno nechat 24 — 72 hodin polymerovat, aby se
odstranily volné radikaly, které by blokovaly N — konce proteinQ.

Vzorky musi byt pfed nanesenim na elektroforézu smichany s 5x vzorkovym

pufrem bez mocoviny a inkubovany 10 — 15 minut pfi 37°C.
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>
>

Po pfenosu proteinli membranu 3 x 5 minut omyt v destilované vodé.
Barvit 5 minut roztokem Coomasie Brilliat Blue R — 250 v 40% metanolu,

odbarvovat 15 minut 50% metanoclem.

4.6.4.3. Pouzité primarni protilatky

>

my8i monoklonalni protilatka proti hemaglutinovému tagu (poskytl Felix Bastida,
LA, USA; 1:1000)

mySi monoklonalni protilatka proti pentahistidinovému tagu (QiaGen; 1:1000)
krali¢i polyklonalni protilatka proti podjednotce komplexu | Tvh47 (Hrdy et. al,
2004; 1:1000)

krali¢i polyklonalni protilatka proti jableénému enzymu (Drmota et al., 1996;
1:1000)

krali¢i polyklonalni protilatka proti feredoxinu (poskytla Patricia Johnson, LA, USA,;
1:1000)

mySi monoklonaini protilatka proti streptavidinovému tagu (IBA; 1:1000)

mys$i protilatka proti pyruvat — feredoxin oxidoreduktaze (poskytl G. Brugerolle,
Université Blaise — Pascal de Clermont — Ferrand, France; 1:500)

4.6.4.4. Pouzité sekundarni protilatky

>

kozi protilatka proti krali€¢imu IgG spojena s alkalickou fosfatazou (ICN/CAPPEL)
(1:2500)

kozi protildtka proti mySimu 1gG konjugovana s alkalickou fosfatazou
(ICN/CAPPEL) (1:2500)

kozi protilatka proti krali¢imu IgG znacena fluorescenéni barvou ALEXA FLUOR
594 (Molecular Probes, # A21207) (1:1000)

osli protilatka proti mySimu IgG znaéena fluorescenéni barvou ALEXA FLUOR
488 (Molecular Probes, # A21202) (1:1000)

4.6.4.5. Substrat pro alkalickou fosfatazu

Fast 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate/ Nitro Blue Tetrazolium Tablets, Sigma
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4.6.5. Solubilizace hydrogenosomu

Pro afinitni chromatografii je nutné izolované hydrogenosomy solubilizovat 2%
octylglucosidem, ¢imz se proteiny uvolni do tekute faze.

1. Hydrogenosomy rozsuspendovat v pufru s 10 mM imidazolem (chromatografie na
Ni — NTA koloné) nebo 10 mM KH,PO4 (chromatografie na monoS katexu) a
pfidat octylglukosid (MP Biomedicals) do 2% finalni koncentrace.

2. Solubilizovat 1 hodinu v Dounceové homogenizatoru na ledu za ob&asného
promichani.

3. Solubilizované organely centrifugovat pfi 45000 RPM / 20 min / 4°C (Beckman,
rotor Ti — 50).

4. Ze supernatantu odebrat 100 pl na SDS - PAGE. Zbytek supernatantu nanést na
Ni—-NTA kolonu.

4.6.6. Méreni NADH dehydrogenazové aktivity

NADH dehydrogenazova aktivita komplexu | byly méfena spektrofotometricky
pfi 25°C jako zména absorbance 50 mM dichlorfenolindolfenolu (DCIP,) pfi 600 nm
(molarni extinkéni koeficient DCIP = 21 mM™ cm™). K méfeni byl pouzit pufr
obsahujici 100 mM Tris a 50 mM KCI (pH = 8.0). Donorem elektront bylo 337 mM
NADH (133 g do 500 pl H,0). Reakce byla startovana enzymem. Jednotka
enzymové aktivity (U) udava mnozstvi proteinu, které pfeméni 1 ymol substratu za 1

minutu.

4.6.6.1. Vypocet aktivity komplexu |
Specificka aktivita (S)=AE . V/e.v.p

AE ... zména extinkce (EA)

V... celkovy objem v méfici kyveté

€ . molarni extinkéni koeficient ( pro DCIP =21 mM™ cm™)
Vo objem proteinoveho vzorku

[ SR mnozstvi proteinu ve vzorku

Celkova aktivita (C)=S .V

V ..... celkové mnozZstvi proteinu (v celé frakci)
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4.6.7. Stanoveni mnozstvi proteint podle Lowryho

1.
2.

Namichat zasobni roztoky podle poétu méfenych vzorkl (kazdy vzorek méfit 2x).
Do kyvet napipetovat BSA (bovine serum albumine) ve znamé koncentaci, které

bude slouzit jako kalibraéni kfivka pro uréeni mnozstvi protein(i ve vzorku (Tab.4).

mnozstvi BSA (ug)
0
5
10
25
50
75

Tab. 4. Kalibraéni kfivka pro uréeni mnozstvi proteinu

3.

Do dalSich kyvet napipetovat vzorky. Je nutné znat pfiblizné mnozstvi proteinu ve
vzorku, abychom ziskali hodnoty vrozmezi kalibraéni kfivky (hodné

koncentrovany vzorek = maly objem, malo koncentrovany = velky objem).

. Vzorek smichat s vodou do finalniho objemu 500 pl, pfidat 2.5 ml roztoku D a

nechat 15 min stat.

5. Pridat 250 pl roztoku C, protiepat a nechat 30 — 35 min stat.
6. Méiit absorbanci pfi OD = 670 nm.

7. Sestavit kalibraéni kfivku a odecist mnozstvi proteinovych vzorka.

4.6.8. Priprava rekombinantnich proteint

4.6.8.1. Indukce exprese proteinu v bakteriich E. coli BL21

1.
2.

Ovérit pfitomnost plasmidu nesouciho odpovidajici gen pomoci PCR.

Z osmi kolonii naoCkovat 1 ml alikvéty LB média s kanamycinem (25 pg/ml),
tetracyklinem (10 pg/mi) a chloramfenikolem (50 ug/ml). Inkubovat pfes noc na
tfepacce pfi 37°C / 225 RPM.

Rano napipetovat 50 pl bakterialni kultury do ¢erstvych 1 ml alikvoti LB média
bez antibiotik. Kultury inkubovat na tfepacéce pfi 225 RPM / 37°C do hustoty ODggg
0.6 (asi 3.5 hodiny; hustotu kultury pribézné kontrolovat méfenim OD na
spektrofotometru).

4. Z kultur odebrat 100 ul jako neindukovanou kontrolu.
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5.

6.

K zbytku kultury pfidat IPTG do finalni koncentrace 0.5 mM. Inkubovat na
tfepacce pfi 225 RPM / 37°C / 4 hodiny. Po ukoné&eni indukce dat kultury na led.
Indukované i neindukované vzorky rozvafit 5 minut ve vodni lazni se vzorkovym
pufrem pro SDS — PAGE a analyzovat pomoci SDS - PAGE.

4.6.8.2. Purifikace rekombinantniho proteinu

4.6.8.2.1. Priprava lyzatt bunék E. coli:

1.

o > DN

Bakterialni kulturu (1 litr, indukovana viz. 4.6.8.1., inkubovana na tfepaéce pfi
37°C 5 hodin a poté pii 4°C pres noc bez michani) centrifugovat pii 6700 RPM /
10 minut / 4°C (centrifuga 32R Hettich).

Sediment zvazit a na kazdy gram pfidat 5 ml lyza¢niho pufru. Rozsuspendovat.
Inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté na vertikalni tfepacce.

Suspenzi tiikrat zmrazit v tekutém dusiku a rozmrazit.

Pokud je lyzat prili§ visk6zni, inkubovat 15 minut na ledu s RNazou (10 pg/ml) a
DNazou (5 pg/ml).

Bakterialni lyzat centrifugovat pfi 13000 RPM / 30 minut / 4°C.

4.6.8.2.2. Chromatografie na Ni — NTA agar6ze

K purifikaci proteinu znaeného na N — konci 6 x histidinovym tagem byla

pouzita chromatografie na Ni — NTA agaréze (QiaGen).

1.

K supernatantu pfidat 500 pl Ni — NTA agarézy a inkubovat 30 minut na vertikalni
tfepacce pii RT.

Smés nalit na kolonu (5 ml Bed-Volume Disposable Column, QiaGen) a nechat
odkapat.

Sloupec z Ni — NTA agarézy promyt dvakrat 5 ml odmyvaciho pufru.

4. Eluovat proteiny 4 x 500 ul eluéniho pufru.

Ze vSech frakci odebrat vzorky a analyzovat pomoci SDS - PAGE a

imunoblotingu.
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4.7. Mikroskopické techniky - imunofluorescence

4.7.1. Silanizace podloznich skel

©® N o g s~ w N

Skla namogit na 20 — 30 minut (nebo pfes noc) do 1 M HCI.

Oprat mirnym proudem tekouci vody 30 minut.

Dvakrat 5 minut smodit v destilované vodé.

Inkubovat v acetonu 30 min. Osusit.

Inkubovat v roztoku 2% 3-aminopropyltriethoxysilanu (Sigma) v acetonu 30 minut.
Oprat mirné tekouci vodou 30 minut.

Oprat 2 x 5 minut v destilované vodé.

Zapéct ve sterilizatoru 60 minut pfi 100°C.

4.7.2. Priprava preparatu

1.

o & @D

7.
8.
9.

Sestavit plnici komurku, kterd umoziiuje adherenci bunék k podloznimu sklu za
anaerobnich podminek.

Komurku naplnit kulturou T. vaginalis.

Inkubovat 15 minut v termostatu (37°C).

Rozebrat komurku, bunky pfichycené k podloznimu sklu nechat uschnout.

Fixovat 5 minut ve vychlazeném metanolu (-20°C) a 5 minut permeabilizovat ve
vychlazeném acetonu (-20°C). Preparaty ususit.

Blokovat 1 hodinu v blokovacim roztoku ve vihké tmavé komdlrce pfi pokojové
teploté.

Inkubovat s primarni protilatkou v komarce 1 hodinu.

Preparaty promyt 3 x 5 minut v PBS.

Inkubovat se sekundarni protilatkou 1 hodinu ve vlhké komrce.

10.Promyt 3 x 5 minut v PBS.

11.Preparaty montovat do média Vectashield s Dapi (Vector laboratories).

49



5. Vysledky

5.1. Bunécna lokalizace podjednotek komplexu | Tvh47 a
Tvh22

Prvni znamkou pfitomnosti komplexu | v amitochondrialnim organismu T.
vaginalis byla CasteCna sekvence (cca. 7 kDa) odpovidajici podjednotce
katalytického modulu mitochondrialniho komplexu | o velikosti 51 kDa (bakterialni
homolog = NuoF) ziskana z EST databaze dr. T. Martina Embleyho (School of
Biology, The University of Newcastle upon Tyne, UK). Kompletni sekvence tohoto
genu byla ziskana vyhledavanim v genomové knihovné T. vaginalis (Jan Tachezy,
nase laboratof). Tento gen, jehoZz proteinovy produkt ma relativni molekulovou
hmotnost 47 kDa, byl pojmenovan Tvh47.

Gen kddujici dalsi podjednotku katalytického modulu o relativni molekulové
hmotnosti 22 kDa byl identifikovan v genomovém projektu T. vaginalis
(www.tigr.org). Tento gen je homologni s mitochondrialni podjednotkou o velikosti
24 kDa (bakterialni homolog = NuoE) a byl pojmenovan Tvh22.

Analyza proteinové sekvence podjednotek Tvh22 a Tvh47 programem
PSORT Il (obr. 11) ukazala, ze na svych N-koncich obsahuji adresové sekvence,
slouzici k transportu proteint kédovanych v jadfe a syntetizovanych v cytoplasmé do
hydrogenosoml (adresovym sekvencim je blize vénovan odstavec 5.2.6.3.).
také funkcni skupiny zodpovédné za koordinaci Fe-S center a vazbu NADH a FMN
(obr. 12).

Pritomnost N-koncovych adresovych sekvenci ukazuje, Ze by obé
podjednotky katalytického modulu komplexu | T. vaginalis mohly byt lokalizovany v
hydrogenosomech. K ovéfeni bunécné lokalizace Tvh47 a Tvh22 byly v T. vaginalis
produkovany rekombinantni Tvh47 a Tvh22 znaCené hemaglitunovym (HA3) tagem
a jejich lokalizace byla nasledné detekovana pomoci imunoblotingu v bunécénych

frakcich a v bufikach pomoci imunofluorescence.
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Obr. 11. Porovnani N - koncové oblasti genl identifikovanych jako
podjednotky komplexu | u T. vaginalis.

U podjednotek Tvh22 a Tvh47 byly zjistény adresové sekvence pomoci programu
PSORT |II. Tyto adresové sekvence nebyly nalezeny u pravdépodobnych
membranovych podjednotek TvhND1 - TVvhND6 (viz. 5.2.1.).

Tvh22: MLASVNTSRF Y FARLNKKSV...........
Tvh47: MLAAYGHRF ¥ QTKFLDPKDR.........
TvhND1: MTDIENQQPTDGQAPHKMPSS.........
TvhND2 2: MPDFTAFSHERRNVRIVAFTPI..........
TvhND4: METITPDIANGYPSTTTNDAKIP.........
TvhND6: MNFFKNFIWNEVESSPFFTAS..........

Obr. 12. Porovnani genu pro Tvh22 (A) a Tvh47 (B) s mitochondrialnim a
bakterialnim homologem.

A. Bos taurus (CAA32848.1), Yersinia pestis (CAC91354.1) Cysteiny koordinujici
[2Fe-2S] centrum (CX4CX35-36CX3C) jsou oramovaneé.

B. Bos taurus (NP_777233.1), Ricketsia prowazekii (CAA14584.1) Glyciny NADH
vazebného motivu (GXGGXGX3G) jsou znatené krouzky. FMN-vazebné misto
(GA/MGA/RYV/ICGEERA/SLL/IE/NSL/IEG) a cysteiny koordinujici [4Fe-4S]
centrum (CX2CX,CX35-40C) jsou oramovane.

Adresové sekvence jsou podtrzené a misto odstépeni je znacené Sipkou.

A.
. . ¥
T. wvaginalis MLASYNTSRE FARLNKKSVL IQKDFKFSDQ
B. Taurus MELSAALRAR AAGLAAHWGK HIRMLHKTAYV QNGAGGALFY HRDTPENNPE TPFDFTPENY
Y. pestis MVNLAVNAAEPAA MPDAFELSAE
. W
T. vaginalis  SKVDAILAKY PKENKRAATI PLLHLGQREN GGYLTTGVLQ AISKIVGWTA GRVHETACFY
E. Taurus KRIEAIVKNY PEGHMAAAVL PVLDLAQRQON G-WLPISAMN KWVAEILQVPP MRVYEVATFY
Y. pestis ERDAIEHEKH HYEDARAASI EALKIVOKQR G-WVPDGAIH AIADVLGIPA SDVEGVATFY
.l - .o E¥ P - - oo H wwu
T. vaginalis SMFRFQPPNM HIVEWCKGLS [CYLTGSONVK EAIQKATGGT FKEGKSPDGQ FTLEEVEC]G
B. Taurus TMYNRKPVGK YHIQUWCTTTPR |CMLRNSDSIL EAIQKKLGIK VGET-TPDKL FTLIEVECLG
Y. pestis SQIFROPVGR HVIRYICPSWY ICHITGYQGIQ AALEKKLSIK PGQT-TFDGR FTLLPT
. . u . « | . . . LTI 74 - . W 7R7R7d 17

B. Taurus MAPMVOI MDWNYYEDLTP KDIEEIIDEL KAGKIPKPGP

T. vaginalis ; NAPVMIL DGVYYQNLTA ETAKIIIECY KAGKSWVK
Y. pestis MODRGPTMMI DDDTHSYLKP EEIEKLLEQY P
7 - . - . " . . « .
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5.1.1. Priprava plasmidu pro expresi genti TVh22 a Tvh47
v T. vaginalis

Gen Tvh22 byl amplifikovan zgDNA T. vaginalis pomoci PCR za vyuziti
primerd Tvh22NdelF a Tvh22Acc65/R (viz. Tab. 3) pfi teploté nasedani primera
60°C (Obr. 13A). Gen Tvh47 byl amplifikovan stejnym postupem za pouZziti primer(
Tvh47NdelF a Tvh47Acc65IR pfi teploté nasedani primer 42°C (obr. 13B).

Obr. 13. Amplifikace gent Tvh22 (A) a Tvh47 (B) z gDNA.
Velikost amplifikovanych genu je 606 bp (Tvh22) a 1287 bp (Tvh47).
St.—standard DNA

A pp St. B.  p

1200 -

1000 ~* 1200

500 , R iR J ¢ Tvh22 1000

050 - 500
250

‘ + primerv

PCR produkty byly zaligovany do plasmidu pGEM T - Easy a ligatnim
produktem byly transformovany buiky E. coli kmene XL-1-Blue. Nékolik kolonii bylo
ovéfeno na pfitomnost plasmidu postupem popsanym v kapitole 4.5.2.. Zjedné
z pozitivnich kolonii byla izolovana plasmidova DNA pouzitim QlAprep Spin Miniprep
kit (250) (Qiagen). Zizolovanych plasmidi byly inserty vystépeny restrikénimi
enzymy Ndel a Acc65l. Stejnymi enzymy byl §tépen plasmid MasterNeo, obsahujici
hemaglutinovy tag. Inserty byly zaligovany do Stépeného plasmidu a plasmidy
MasterNeo-Tvh22-HA3 a MasterNeo-Tvh47-HA3 byly transformovany bunky XL-1-

Blue. Kolonie byly ovéfeny PCR a jedna z pozitivnich také sekvenaci (obr. 14).
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Obr. 14. Ovéreni zaklonovani inserti pomoci PCR.

Velikost PCR produktl o velikostech cca. 1300 a 600bp odpovida podjednotkam
Tvh47 (A) a Tvh22 (B).

(A) 1 — 6: kolonie bakterii transformovanych plasmidem MasterNeo-Tvh47-HA3
(B) 1 — 2: kolonie bakterii transformovanych plasmidem MasterNeo-Tvh22-HA3
St. — standard DNA

A. bp

2000
1500
1200
1031

5.1.2. Detekce rekombinantnich proteinii Tvh22-HA3 a Tvh47-HA3

znacenych hemaglutinovym tagem v bunéénych frakcich

Trichomonady kmene T1 byly v tetraplikatech transformovany plasmidy
MasterNeo-Tvh22-HA3 a MasterNeo-Tvh47-HA3. Po selekci transformantd (cca. 5
dni) byly trichomonady rozdéleny na jednotlivé buné&tné frakce (homogenat,
cytoplasmu a hydrogenosomy) a analyzovany imunoblotingem. Pomoci
imunoblotingu se mi podafilo prokazat, Ze oba rekombinantni proteiny byly
produkovany v trichomonadach, pficemz vétSina obou proteind byla zjisténa

v hydrogenosomalni bunééné frakci (obr.15, obr. 16)

54



Obr. 15. Exprese podjednotky Tvh22 v Trichomonas vaginalis.

(A, C): Porovnani hydrogenosomalni frakce rodiCovského kmene T1 (1) a
trichomonad produkujicich rekombinantni protein Tvh22-HA3 (2) pomoci SDS-PAGE
(A) a imunoblotingu (C). Protein o oCekavané relativni molekulové hmotnosti byl

detekovan pomoci protilatky proti HA3 tagu vyhradné v transformovanych burikach.

(B, D): Porovnani bunéénych frakci transformovanych bunék pomoci SDS-PAGE (B)
a imunoblotingu s protilatkou proti HA3 tagu (D) ukazalo specifickou lokalizaci Tvh22-
HA3 v hydrogenosomalni frakci (2), zatimco v cytoplasmé bylo zjisténo jen nepatrné

mnozstvi rekombinantniho proteinu (1D).

A. kDa 1 2 B. kDa 1 2

66 =—
W 45 — b :"';4 :
45 o »&«wmmfw 'W 36—
36 0y —
29 — 4 + Tvh22-HA3
24 — «Tvh22-HA3 o
142 —
C. kDa 1 2 D. kDa 1 2
24 — G Tro2-HAZ 24 — ol | « Tvh22-HA3
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Obr. 16. Exprese podjednotky Tvh47 v Trichomonas vaginalis.

(A): Porovnani hydrogenosomalni frakce trichomonad produkujicich rekombinantni
podjednotku Tvh47-HA3 (1) a trichomonad rodi¢ovského kmene T1 (2) pomoci
SDS-PAGE.

(B): Porovnani bunéénych frakci trichomonad rodiCovského kmene T1 pomoci
imunoblotingu protilatkou proti Tvh47 ukazalo pfitomnost této podjednotky ve frakci
bunétného homogenatu (1) a hydrogenosomalni frakci (3). V cytoplasmé (2) nebyl

protein detekovan.

A. kDa 1 2
66 .-
s v Tvh47-HA3
36 N\
29 g
24 ﬁ,‘ i
B. kDa 1 2 3
45 -L"--—~ T« Tvh4t

5.1.3. Detekce Tvh22-HA3 a Tvh47-HA3 v burnikach T. vaginalis

pomoci imunofluorescence

Pomoci imunofluorescence byla potvrzena pfitomnost Tvh22-HA3 a Tvh47-
HA3 v hydrogenosomech Trichomonas vaginalis (obr. 17, obr. 18). Signal pro
hemaglutinovy tag, kterym jsou obé podjednotky znacCeny, byl patrny v drobnych
kulovitych organelach, uspofadanych podél axostylu a costy. Tento signal
kolokalizoval se signalem pro jableény enzym, ktery je typickym hydrogenosomalnim

proteinem (Drmota et al., 1996).
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Obr. 17. Lokalizace podjenotky Tvh22-HA3 v hydrogenosomech T. vaginalis

pomoci imunofluorescence.

A. Diferencialni interferencialni kontrast (DIC).

B. Podjednotka Tvh22-HA3 detekovana mysi monoklonalni protilatkou proti
hemaglutinovému tagu a nasledné osli sekundarni protilatkou proti mysim
proteinim znaéenou fluorescenéni barvou ALEXA Fluor 488.

C. Jableény enzym detekovany specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou a kozi
sekundarni protilatkou proti krali¢cim proteinim znacenou fluorescenéni barvou
ALEXA Fluor 594.

D. SloZeny obraz; modre jadro znacené DAPI.
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Obr. 18. Lokalizace podjednotky Tvh47-HA3 v hydrogenosomech T. vaginalis

pomoci imunofluorescence.

A. Diferencialni interferencialni kontrast (DIC).

B. Podjednotka Tvh47-HA3 detekovana mysi monoklonalni protilatkou proti HA3
tagu a osli sekundarni protilatkou proti mysim proteinim znacenou fluorescencni
barvou ALEXA Fluor 488.

C. Jable€ny enzym detekovany specifickou krali¢i polyklonalni protilatkou a kozi
sekundarni protilatkou proti krali¢im proteinim znacenou fluorescenéni barvou
ALEXA Fluor 594.

D. SloZeny obraz; modre jadro znacené DAPI.

5.2. Vyhledavani dalSich podjednotkek komplexu | u
T. vaginalis

U vétsiny organismu je komplex | tvofen 14 az 43 podjednotkami (viz. 2.4.).
Proto nas zajimalo, zda se kromé Tvh22 a Tvh47 néjaké dalsi podjednotky nalézaji i

u trichomonad.

5.2.1. Bioinformaticky pfistup

Prvni metodou, kterou jsem vyuzila pfi hledani dalSich podjednotek komplexu
| u trichomonad, je hledani v databazi Trichomonas vaginalis TIGR (The Institute for
Genomic Research), kde probiha kompletni sekvenace genomu T. vaginalis.
Databaze po zadani klicového slova NADH dehydrogenase uvedla jako mozné
podjednotky nékolik riznych gen( (Tab. 5).
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Tab.5. Geny potencialnich podjednotek komplexu | vyhledané v databazi TIGR.

V databazi bylo nalezeno 6 kompletnich gent a 3 nekompletni geny.

jméno prnstm(:ac&v;)cnslo bp | AK
respiratory-chain NADH dehydrogenase 24 kDa 90175.m00111 |66 |202
subunit family protein (Tvh22)
Respiratory-chain NADH dehydrogenase 51 kDa 86576.m00242 |1278|426
subunit family protein (Tvh47)
nadh-quinone oxidoreductase chain f (Tvh47), 61611.m00063 |720 |239
nekompletni ORF
NADH dehydrogenase subunit 1 75700.m00007 | 1659|552
NADH dehydrogenase subunit 2 55430.m00016 | 1443|780
NADH2 dehydrogenase subunit 2, nekompletni ORF 63093.m00025 |1011 {336
NADH dehydrogenase subunit 4 42622.m00193 | 1446|481
NADHZ2 dehydrogenase subunit 4, nekompletni ORF | 72538.m00021 1332|443
NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit 6 43286.m00184 1134|377

v v

homologd pomoci programu BLAST (blastp, www.ncbi.nih.gov) (obr. 19). Zaroven

jsem vyhledavala v databazi T. vaginalis (TIGR) homology podjednotek komplexu |
s vyuzitim programu blastp. PFfi zadani mitochondrialnich podjednotek komplexu |
(Bos taurus) jako ,query” jsem ziskala geny pro Tvh22 a Tvh47 katalytického
modulu komplexu |, homology membranové Casti a spojovaciho segmentu nebyly
timto zpisobem nalezeny.

Pro dalSi pokusy jsem pouzivala ¢tyfi geny s ¢asteCnou homologii
k mitochondrialnim podjednotkdam membranové cCasti komplexu ND1, ND2, ND4,
ND6, nalezené v databazi TIGR pfi zadani slova NADH dehydrogenase. Tyto

podjednotky jsem pojmenovala TvhND1, TvhND2, TvhND4 a TvhND6 (Tab. 6).

Tab. 6. Znamé a vytipované geny podjednotek komplexu | u T. vaginalis.

jméno | pristupové &islo (TIGR) | bp hm“:)‘t’r"‘;';‘:"zxana)
Tvh2? 90175.m00111 606 22

Tvhd7 86576.m00242 1287 47
TvhND1 75700.m00007 1659 64
TVvhND2 55430.m00016 1440 54
TvhND4 42622.m00193 1446 56
TvhND6 43286.m00184 1134 43
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Obr.19. Porovnani podjednotek komplexu | anotovanych v databazi T. vaginalis
TIGR s nejbliz§imi homology, nalezenymi v databazi NCBI pomoci programu
blastp.

A. Porovnani sekvence podjednotky TvhND1 (75700.m00007) s mitochondrialnim
homologem Dalbulus maidis (AAC05761.1).

palbulus

Trichomonas MTDIENQQPT DGOAPHKMPS SNDYLSNEYP SSDNEPFYNG DPQSPQYLNN EYYLPQTPQT
Zlustal Co

Dalhulus

Trichomonas QSTMKPIEPT SIHDLYARSM FMEDISAWMT IMNEPSEHSD FWITPEALTNM FSQNATQLKK
Zlustal Co

Dalbulus YL ICPILGLVQS
Trichomonas HNSFLWAIPF ILMCLALIGL FFNFIRYHLD YMKYGINVAV PTIICYWISL AFVVMLVIEQ
Zlustal Co hd M
palbulus LF--IWVLFP FYVNCVEFDL G---—------ —= LLFFLSCM SMGVYG-LMI CGWSSNSIYS
Trichomonas CFPTITVRFG IFIMLIIHLI GYFLKFKGFW EYIFVWLTFL VLGLFFYLIT SGRAEYDIFM
Zlustal co Wooow owWow W, W HEE A S T S L B I

Dalbulus MLGZIRSVSO AISYEVSLSM ILLGFFLLID SYSFMDYYFY QKFVYWFSFLS LPLCFCWLSC
Trichomonas ARLIRRKVYQ TGNYIFLIFI VLVIMCCAIC FPVYDSWTWFE NSVYNWIYQAY LTISFYNIVC
Zlustal Co WOW Mo W W T ¥oiomo oW
palhulus CMAETNRTPF DFSE-==-=== ———— GESELV SGFNVEYGG- —==—=—- QYYAL LFISEYLSII
Trichomonas VFGNCTYMSS SYMAAKWYLT GEKIGAKDVS KGLRTGFIDN IGVACKMSYL LPILEFVNAIL
Zlustal Co L. . L W s T, Ll A S
Dalbulus FVCLGSCIIF FGSDFM---—- ——-mmmmmm e e e e
Trichomonas SRYSPQLTVY HIKDKYPLFA KHYCAVCGPI VRLFKKLAKF EMKLLGYPQR RAMTYCAIYG
Zlustal Co A

Dalbulus  mmmmmmmmmm e oo SLVFYI KLVFLCFFFI WVRSTLPRFR ———----——-
Trichomonas IPYEEAVHRY YEIQSTKGAP LVDDAFMFDT QLIFKQFSFG MVAFYFERFA RRVKYGAFPG
:1u5ta] CD e oW :‘4:*&( HOW A3 W

Dalbulus  ——memeeo YD KLMFLAWKCY LPISLNYVFM FL----———= —————— FLKS LCFYHFFL
Trichomonas LNDALALFYV FAVYYSFRCI TRGFLETVFY LFGELPEKAN NIDPDLFDTL KEMFETSLKA
Zlustal co w SRR Woowwroo w HY *
palbulus

Trichomonas| RNDDTDIKSD EW

Zlustal Co

60



B. Porovnani sekvence podjednotky TvhND2 (55430.m00016) s bakterialnim
homologem Bartonella bacilliformis (ZP_00947229.1) a mitochondrialnimi homology

Crithidia oncopelti (CAA39492.1) a Naegleria gruberi (AAG17811.1).

Trichomorias MPOFTAFSH ERRNVRIVAF TPQEFPTGYG P-——————m L AFILAILPKH LDRLEEILKQ
Maegleria MLLMYFFLLP EMYLLFSIFF IFIYLIFFSF SAEKKFPKKN KFTEYIVKLI LIMFFFLTLS
crithidia MFLFFFMLFF LFGFFLGTFF LGRHLLSFWL S-——————- I LMTVFLVMVT MFSFFCISVC
Bartonella MTTREAMLIL LVLLPFGGSF IIGFFRSTAK MNE-—---—-— A WFAGAIALFS LLFTIMLYPT
Clustal Co : bl : : : : :
Trichomonas PTHNCKYTILT CHYTHELLYP RSAK—————- —— SKSGLTFK DMLKHYNITV YLNGHTHPRK
Maegleria FFSYNYGVRD IFFRODLSMG IQ-———-=mm ——— LINIILYV FLFFTCVPFL LMKYSLSSFE
crithidia LYGYCYYDFC LILMLDLCFI FMSFYCNGFY LFILFLIDLY FCFILFYAFY YMYYDLMLKR
Bartonella IRGNGVVRLD ISWLPEWGVD LTLR-MDGLS WLFCLLITGI GLLVVVYARY YMNPADPVPR
Clustal Co : : :

Trichomaonas IEPVHYGGVM ELTARATKVS SDLTILTLDN NRINYKSINQ YSEYNAIISH PVPQHLQVAN
Maegleria FTILILLCLL SLMLLVITVM LISFYLLLEF QSICFYILAS YGKKNKYSFE AGLKYFILGS
Crithidia FFNIFwWWFVL CMMFFILSYD YLTAYCGWEL LGLFSFFLIS YFWYRFFALK FGFKSFFISK
Bartonella FFSFFLAFMG SMTGIVLSGM LVFLVIFWEL TSIFSFLLIG YWYHMASARD GARMALTITG
Clustal Co . : :. .. : : : w . . -
Trichomonas TKDTTFPINY ISFD-———-— ~———mm——mme PSQ TKVFNVSGDA TGTLTFKEYI
Maegleria SSVLLLFGI ALFYGFTG-- —————-———= ——— IFYYEDL NLFFLNLSNI DSN----—--
crithidia IGDVLLLLSF VMTFISTGYG MIMNFYFVN-F LCVDFYFTAF MLFLLIMCAF TKSTQFGLHI
gartonella FGGFALLVGY LLIGHIVGESF DLDKVLQSGD LIRSSPLYNL VLICVLLGGL TKSAQFPFHF
Clustal Co L . .
Trichomonas DEENSVALYQ MMATFESGIH TIYITGOLTD NVTFAVNCES GPFY————-- —————ee—em
Naegleria  —---—--——=-= I YLNSIFNFSI ALMLVGLLFK LYSFPFHFWY SDIV——meo—e ——ommmmee o
Crithidia WLPDAMEGPI PVSALTIHAAT LVVCGILLVS FFFWCFDFWL AYFYPLIGWS SLILVMMSLC
Bartonella WLPNAMAAPT PWSSYLHSAT MVKAGLFLLI RLWPVLSGTE SWFFLVGFAG LTTLLLGSYF
Clustal co : : w .o

Trichomonas ----- ESQRS LIDPKTGMVG FPMMFILFGI ITIFIWVPFP YFMNDTASYII GSGQAVNwWWL
Maegleria — ----- QGSTF WTFFFALVP FLSIFYIF-— —-MKLYFYIY FFFYENFIIF LFFCSVGSML
Crithidia VEYNFDAKRF VAFSTICQIS FSMFCCLC-- —--LDLYVGCL FFCYHMFYKA TLFIVLGVWI
Bartonella SMEQHDLKGL LAYSTISHLG LITTLLSLGS P-LACVAAIF HMANHATFKA SLFMAAG-II
Clustal Co H : M : . .o
Trichomonas IIFCGPIVVG RALSKLEIWI KIFLTIVVLW EICLPITLYN FEGNLAMFFI WG---YVTKG
naegleria IG5IGAIQD~ KKFRRLMAYS SITG---—-= —————— ~TGYYLMVFL FPDLALVKNY
crithidia HLFFGLQDV- RCYFFIYFCG CVLARMLLVF ALLMSCSLWF LCGFYCKDLL LCTLMLVSFH
gartonella DHETGTRDM— RKLTGLFHYM PITGTLALVA SAAMAG-VPL LMGFLSKEMF FAEAVETHME
Clustal Co w : : : b 4
Trichomonas KYVKDVFSYV CGFVAFTGFI SDIVFAGLVY ——-—m—mmmm e e o LS
Naegleria FFFIFV--YI VNVLAIFVSF SNLSFIRYKY MIER-———-— —————mmmo o FS
Crithidia FILEFL--FV CIFFIFFTVI YNYFLLFFLC FVFKCFCLAD C——-—- LFLL FDFECCLIYC
gartonella SWLDWIAPYI ATLASLFSWT YSIRFIHGVF FGSKPTDLPK TPHEPPHFMR FPMEFLWVFIC
Clustal Co .o .o .o

Trichomonas ILNIGWSYYH LFDLCVLIGT LGFGYWFCNL YVGEIAYYGY WVGSFPYFIF PVLAIIIYAV
Maegleria LLADLLKYNR LFAIMIVLFF FGWVAGLPPFP SFLAKLYLLF NLFNNGFYFF IFLIIVTTVL
crithidia FLGLYMCFIL IFFVIDFLYI FVFSSYCMFW SFYLYYFNFF DIASFTVFVM ISLAFIYYGC
Bartonella LAVGIFPHLT IGSILDMNAVY AVLG--SATP SYSLAVWHGL NTPLIMSFMA LFGGILLYIL
Clustal Co : H . . M
Trichomonas SAFFYYRKPT GQPDVSSESDQ EIKDGNTKL VQPLLMYILFFMI LLILKPSLIL IPLEYFLI
Maegleria SFYYYLRISK VILYNKMNMKW FFINMISYSSAL

Crithidia VLFYFFNVDC IMLFWRIFLI ICVTFMFGL FSCWYFACFFIYL LLFVWHFVIY FRYMNLKYC
B%rton$11a GSRYFLSCDE GPPFFRYFKG QRIFEQILVI ISWKWARTAE SFLSTRRLQA QLHWVLLVCF
Clusta Co -

crithidia
Bartonella

LFFCLLLIL YI

VEVGLLLWRD

GWISAGSLPI

FPLEVSFMAT WvVGGVCALL VAWKAKFHRF TSLMLLGGAG
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C. Porovnani podjednotky TvhND4 (42622.m00193) s mitochondrialnim homologem

Polistes humilis (AAO49111.1)

Trichomona
polistes
Clustal Co
Trichomona
Polistes

Clustal Co

Trichomona
Folistes
Clustal Co

Trichomana
polistes
clustal Co

Trichomona
Polistes
Clustal Co

Trichomona
Polistes
Clustal Co

Trichomona
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Clustal Co
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Clustal Co
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D. Porovnani sekvence podjednotky TvhND6 (43286.m00184) s mitochondrialnimi
homology Dirofilaria immitis (CAD61190.1), Yarrowia lipolytica (CAC28115.2) a
bakterialnim Na/H antiporterem Methanosarcina barkeri (AAZ69481.1).

Trichomonas MNFFKN FIWNEVE--- ———-— SSFFFT
pirofilaria MCLF FFVWWLSL FFTPFLFFVF FMFFILFGFF DFSWSGLFFF
varrowia MLILAIISLI TFVSMSKLSD NRAITIRLINI YLILVLVLDS FLYLLFLNNQ TYTVMGELLI
M. barkeri MSALLQ LLFLIFS--- -VKILGEAAE
Clustal Co - .

Trichomonas ASWEPRYLKK LLVIFSIGIS CFVS—=—m—— ——e——om -FTALFISST ISLPIHNEGT
Dirofilaria FDSFMFVFLS FMSVFVLGFI CVS———~——— ——————m EIL VGLVFYSCLV VFFSVCFFYS
varrowia FNSFTFYIOM LIYFIMIVIS SLYGYNLYNN NLYKTLFEPK KELIILFLIN ILGALLIVHS
M. barkeri RIGIPSVAGE ILAGVSLGVL FLEV-=m—== ——mm———mem ~ETGIITFFA ELGSIFLLFT
Clustal Co A . : . :
Trichomonas KYYIELNDFS SISOPYLVII SPPISKRLNI SSNGVFLYKI NG----- TKY TFGTLYKFSD
pirofilaria GSFLVLYVFY ELT--MIPML FCLLGYGRQV EKISACYYLI —-—-—-—- FYTL FFGMPYLFLY
varrowia NDFITLFVAL ELQSYSIYLI TAIYNSSYKA SKASMLYFFM GGILSILIAY SINTYYSVLN
M. barkersi AGYKEVS-LK NLKFESITTL VPTLSQIVSA FVFGFAFGRI FN-FSFVESL FLGVAFNPTS
Clustal Co N e N . . . : U
Trichomonas IHPNI--RID FNTSKKITQA VVR—-—————— ~VHIPIVKYA SALIKIATFL VTAACLFLS-
pirofilaria SHVFF-—FMN FVYYDFFFSY EFIFLLSLCF LVKFPVYFLH VWLPKVHVEA PTSSSMILAG
varrowia SYTLH--SLD SLIINTLDLMN LILIALSLGL LFKIGIAPLH KWLISIYENT PILITIYIS-
M. barkeri IAVVIGTLID LNYLSSRPGT AMLSSAFLDD IIALFFFSWVW VNFVRLNHVP PVLVVLLIAG
Clustal Co A . Lo - HE
Trichomonas -———-—————- Y KSSSIRPFLS QYFLIFLYSL FHLPFFSFDT LIRS-IITMT FWFGFISVSF
pirofilaria VMLKLGGAGY YRISKSFNYY NFEFLIFFSL VSMIFCSFIC MVQSDCKSLA AYSSICHMGF
varrowia LIPKISILSY LVLSN--ISI NSLVISILAI LTLLVGSVGG LLQIKIKRLL AFSGLTNAGY
M. barkeri  —--mm———— - KILLFLL IMYILGNYLF PRLFTYAEKM HSKEAVFSLY IMIALFSAYL
Clustal Co . .l : : : : : .
Trichomonas LQVRILSSNI -PTIFSSLFV LIGLCSFSTI MTYFNSNFFY ISILLVVG-- LVAASIYLFY
Dirofilaria VLLSELSMVY -YGKSMALVM MLSHGYTSVL MFYFIGEFYH --IANSR--- -LVYYLRGFF
varrowia MMLLLLLNNN —EFSYLYYIT QYSISHLAIF MITIIFSIYYI NYINNQYNFPI IYVNQLKGLI
M. barkeri AELFELHSAI GAFTGGILYVS EIPLAKLQDI OSKYDGLAHG ILIPIFFAFI GFLIDPYILK
Clustal co oM : e hod :
Trichomonas IGTAILSQFL LAVHFGWMWT IGLCIYFANI LRNMSITFQT SFFVDVMNSVY IVSVFIVFQS
Dirofilaria CVSMLFCLMF SLTMLSNFGF PSSITFFSEY —--LMFNWFSS IFYISVLFFF FYYLLSFYYS
varrowia HDMNAYLVLSM AIVVFSFIGI PPLLGFFGKL N-ILMSILNN GYYFISIVLI VASLISALYY
M. barkeri MAGSFTLLIT LAALMGKLAG ----GFIGSK VIGFDFYESL IFGVGVMPRA GIELVILTMG
Clustal Co : L. HHN : . HP H
Trichomonas IYLIGEPVKA KIPEAPLDQA AKINRIDQLL EKLADKEENG SRKF

pirofilaria  IYVLICFFVG NKFSYVFDGR GIVCLPVMFM MYNFFWFIFVI

varrowia LYLLNVSIQD KNNILINSNE TVSSVLSYIL SSLIILITFG FIYNSLIIDI FNVYFN

M. barkeri RELQIISQDT FSAMVLMANY SILISPACMK GWR)]

Clustal Co

WATQARQRKD

Vytipované podjednotky membranové Casti komplexu | nemaji N-terminalni
adresové sekvence, které by je jako podjednotky Tvh22 a Tvh47 smérovaly do
hydrogenosomu (viz. obr. 11). Absence adresovych sekvenci je v8ak obvykla u
adresové sekvence interni.
programu TOPO2

ze obsahuji transmembranové domeény, a jsou tedy

membranovych proteind, které maji Analyza

vytipovanych proteind pomoci (www.sacs.ucsf.edu/TOPO-

run/wtopo.pl)

pravdépodobné& membranové (obr. 20).

ukazala,
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Obr. 20. Pravdépodobné transmembranové podjednotky komplexu |

Porovnani transmembranovych domén podjednotky TvhND1 (A1) a mitochondrialni
podjednotky ND1 (Bos taurus, A2). Transmembranové domény podjednotek
TvhND2 (B1), TvhND4 (C1) a TvhND6 (D1) byly porovnany s doménami nejblizSich
mitochondrialnich homologu nalezenych v databazi NCBI za pouZiti programu blastp
(B2: Naegleria gruberi, C2: Polistes humilis, D2:Dirofilaria immitis). Podjednotky
TvhND1, TvhND2 a TvhND4 maji C-koncové uspofadani transmembranovych
domeén podobné jako jejich homology, u podjednotky TvhND6 &ni C-konec proteinu
do cytoplasmy, zatimco u mitochondriilniho homologu do extracelularniho prostoru.

Sekvence analyzovany programem TOPO2 (www.sacs.ucsf.edu/TOPO-run/wtopo.pl)
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5.2.2. Exprese vytipovanych genu v T. vaginalis

V dalSi ¢asti své diplomové prace jsem se pokusila o expresi rekombinantnich
proteind odpovidajicich potencialnim podjednotkdm komplexu | v trichomonadach.
V takto transformovanych trichomonadach by bylo mozno uréit bunéénou lokalizaci

téchto gena.
5.2.2.1. Priprava plasmidu s vlozenymi geny pro podjednotky komplexu I

5.2.2.1.1. Podjednotka TvhND1 a TvhND2

Geny pro tyto podjednotky byly amplifikovany z gDNA T. vaginalis za pomoci
primerd  TvhND1Vsp/F a TvhND1BamHIR (podjednotka TvhND1; obr. 21A),
respektive TvhND2Vsp/F a TvhND2BamHIR (podjednotka TvhND 2; obr. 21B).

Teplota nasedani primert byla 61°C.
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Obr. 21. Amplifikace gent TvhND1 (A) a TvhND2 (B) z gDNA T. vaginalis.
Velikost amplifikovanych gent je 1659 (podjednotka TvhND1) a 1440 (podjednotka
TvhND2) bp. St. — standardy DNA

bp

2000
1500
1200
1031

PCR produkty byly Stépeny restrikCnimi enzymy Vsp/ a BamHI (v sekvenci
podjednotek TvhND1 a TvhND2 se nachazi restrikéni misto pro endonukleazu Ndel,
proto byla pouzita endonukleaza Vspl, ktera zanechava stejné kohezni konce).
Plasmid pTagVag s hemaglutinovym (HA3) nebo streptavidinovym (STREP) tagem
byl stépen enzymy Ndel a BamHI|. Podjednotka TvhND1 byla ligovana do pTagVag
s HA3 tagem, podjednotka TvhND2 do pTagVag s HA3 i streptavidinovym tagem.
Vzniklymi ligaénimi produkty byly transformovany bakterie E. coli kmene XL1 — Blue.
Uspésnost transformace byla ovéfena PCR (obr. 21, obr. 22) a sekvenaci plasmidl

s vloZzenymi geny.

Obr. 21. Zaklonovani DNA do plasmidu TagVag-TvhND1-HA3 bylo ovéieno
PCR.

1 — 6: kolonie XL-1-Blue nesouci vektor TagVag-TvhND1-HA3

bp 1 2 3 4 5 6

2000
1500
1200
1031

TvhND1

primery
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Obr. 22. Zaklonovani podjednotky TvhND2 do vektorti TagVag-TvhND2-HA3 (A)
a TagVag-TvhND2-STREP (B) bylo ovéfeno PCR.

A. 1 — 4: kolonie XL-1-Blue nesouci vektor TagVag-TvhND2-HA3
B. 1 - 5: kolonie XL-1-Blue nesouci vektor TagVag-TvhND2-STREP
St. — standardy DNA

A. bp St. 1.2 3 4 B.

2000
1500

TvhND2 1200
1031

TvhND2

primery

primery

5.2.2.1.2. Podjednotka TvhND4 a TvhNDG6.

Geny podjednotek byly amplifikovany z gDNA T. vaginalis pomoci primert
TvhND4NdelF a TvhND4Acc65/R (podjednotka TvhND4; obr. 23A) nebo
TvhNDG6NdelF a TvhND6Acc65/R (podjednotka TvhNDG6; obr. 23B). Teplota

nasedani primeru je 55°C.

Obr. 23. Amplifikace podjednotky TvhND4 (A) a podjednotky TvhND6 (B)

z gDNA T. vaginalis.

Velikost amplifikovanych gent je 1446 (podjednotka TvhND4) a 1134 bp
(podjednotka TvhNDG). St- standardy DNA

bp st A B.
2000 »
1500 & <+ TvhND4
1200 - L W < TvhND6
1031
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PCR produkty a plasmid pMasterNeo s HAHA tagem byly §tépeny enzymy
Ndel a Acc65l. Poté byly ligovany v poméru 3 : 1 a plasmidy MasterNeo-TvhND4-
HA3 a MasterNeo-TVvhND6-HA3 byly transformovany bunky XL-1-Blue.

Transformace byla ovéfena PCR (obr. 24) a sekvenaci.

Obr. 24. Ovéreni transformace bakterii plasmidy MasterNeo-TvhND4-HA3 a
MasterNeo-TvhND6-HA3 pomoci PCR.

Velikost PCR produktd o velikostech cca. 1500 a 1200 bp odpovida podjenotce
TvhND4 (A) a podjednotce TvhNDG (B).

(A) 1-4: kolonie bakterii nesoucich plasmid MasterNeo-TvhND4-HA3

(B) 1-9: kolonie bakterii nesoucich plasmid MasterNeo-TvhNDG-HA3

St. — standardy DNA

A. bp St 1234 B.

Bp St12 34567 8 9

2000
1500 —»
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1500
1200

- W w Ry
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5.2.2.2. Exprese rekombinantnich proteint v T. vaginalis.

Trichomonady kmene T1 byly transformovany plasmidy MasterNeo-TvhND1-
HA3, MasterNeo-TvhND2-HA3, MasterNeo-TvhND2-STREP, MasterNeo-TvhND4-
HA3 a MasterNeo-TvhND6-HA3. Po selekci transformantd byl homogenat
trichomonad rozdélen na 12% SDS - PAGE a blotovan na nitrocelulézovou
membranu. K detekci podjednotek komplexu | byla pouZita protilatka
hemaglutinovému a v pfipadé podjednotky TvhND2 i streptavidinovému tagu.
Rekombinantni podjednotky se mi vSak nepodafilo identifikovat ani v jednom

pripadé.
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5.2.3. Exprese podjednotky 6 v bakteriich.

ProtoZze exprese rekombinantnich podjednotek TvhND1, TvhND2, TvhND4 a
TvhNDG6 v trichomonadach byla nelspésna, pokusila jsem se o expresi podjednotky
TvhNDG6 v bakteriich. Rekombinantni protein produkovany v bakteriich by mohl byt
pouzit pro pfipravu specifické protilatky proti podjednotce TvhND6

5.2.3.1. Priprava bakterialniho expresniho plasmidu s vlozenym genem
podjednotky TvhNDG.

Gen pro podjednotku TvhND byl amplifikovan z gDNA T. vaginalis pouzitim
primerd TvhND6NdelF a TvhND6XholR pfi teploté nasedani primer 58°C (obr. 25).

Obr. 25. Amplifikace podjednotky TvhND6 z gDNA T. vaginalis.

St. — standardy DNA bp St

2000 — i
1500 —»
1200 —*

TvhND6

PRC produkt byl zaligovan do plasmidu pGEM T — Easy a plasmidem pGEM
T-Easy-TvhNDG6 byly transformovany buriky XL-1-Blue. Transformace byla ovéfena
PCR a sekvenaci a z jedné pozitivni kolonie byla izolovana plasmidova DNA.

Z této DNA byl insert podjednotky TvhNDG6 vystépen endonukledzami Ndel a
Xhol (obr. 26A). Stejnymi enzymy byl Stépen i bakterialni expresni plasmid pET28a
s polyhistidinovym tagem. Insert byl zaligovan do §tépeného vektoru v poméru 3 : 1
a byly jim transformovany buriky XL-1-Blue. Spravnost ligace byla ovéfena PCR
(obr 26B).
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Obr. 26. Vystépeni genu podjednotky TvhND6 z pGEM T—-Easy-TvhND6 (A) a
ovéreni ligace do pET28-TvhND6-His pomoci PCR (B).

(A) DNA o velikosti cca. 1200 bp odpovida genu podjednotky TvhNDB.

(B) 1 — 8: kolonie E. coli nesouci plasmid pET28a-TvhND6-His.

St. — standardy DNA

A. bp St. B. bp St 1 2 3 456 7 8
2000 —»
1500 —»
2000 —» e
1500 —» 1200 =
1200 & 1031 —»
1031

5.2.3.2. Transformace expresnich bakterii BL21

Plasmid pET28a-TvhNDG6-His byl izolovan z bunék XL-1-Blue (QlAprep Spin
Miniprep Kit) a pouzit k transformaci bakterii BL21 (viz. 4.5.10.2.). Transformace
byla ovéfena pomoci PCR na vybranych koloniich (obr. 27). Pozitivni transformanty

byly pro dalsi pouziti skladovany pfi —70°C v 15% glycerolu.

Obr. 27. Ovéreni transformace bunék BL21 plasmidem pET28a-TvhND6-His.
1-8: kolonie nesouci plasmid pET28a-TvhNDG-His. DNA o velikosti cca. 1200 bp
odpovida podjednotce TvhNDG. St. — standardy DNA

5.2.3.3.Indukce exprese rekombinantniho proteinu TvhND6-His

Exprese rekombinantniho proteinu byla indukovana v osmi klonech pfidanim
0.5 mM IPTG (viz. 4.6.8.1.). Na SDS — PAGE byl v indukovanych bakteriich jeden
proteinovy band o velikosti cca. 50 kDa zfetelnéjSi oproti bakteriim neindukovanym
(obr. 28). Imunobloting analyza ale neodhalila pfitomnost penta histidinoveho tagu
v zadném z produkovanych proteinid. Rekombinantni podjednotka TvhND6 tedy

patrné nebyla produkovana.
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Obr. 28. SDS - PAGE analyza bakterii BL 21 transformovanych plasmidem
pET28a-TvhND6-His.
1-3: Kolonie bakterii BL21; A — neindukované bakterie; B — indukované bakterie

Sipka znaci proteinovy band silnéji exprimovany v indukovanych bakteriich
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5.2.4. Vyhledavani podjednotek komplexu | pomoci afinitni

chromatografie

5.2.4.1. Chromatografie na Ni — NTA koloné

Ke zjisténi, zda komplex | Trichomonas vaginalis obsahuje je$té néjaké dalsi
podjednotky byla kromé hledani v genomovych databazich pouzita také metoda
chromatografie na Ni-NTA koloné. Pro tuto strategii jsem pfipravila linie T. vaginalis
produkujici rekombinantni podjednotky Tvh22 a Tvh47 znaCené na C - konci
polyhistidinovym tagem, ktery specificky interaguje s imobilizovanym niklem. Pokud
jsou tyto podjednotky integrovany do komplexu |, mohly by umoznit zachyceni

celého komplexu pomoci afinitni chromatografie.
5.2.4.1.1. Konstrukce plasmidi MasterNeo-Tvh22-His a MasterNeo-Tvh47-His

Geny pro podjednotky Tvh22 a Tvh47 byly vyStépeny z plasmidi MasterNeo-
Tvh22-HA3 a MasterNeo-Tvh47-HA3 (viz 5.1.1.) restrikCnimi enzymy Ndel a Acc65/
(obr. 29). Stejnymi enzymy byl $tépen plasmid Master Neo obsahujici penta
histidinovy tag.
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Obr. 29. Vystépeni podjednotek Tvh22 z plasmidu MasterNeo-Tvh22-HA3 (A) a
Tvh47 z plasmidu MasterNeo-Tvh47-HA3 (B).
Velikost genu je 606 (Tvh22) a 1287 (Tvh47) bp. St. — standardy DNA

A. bp St B. bp St

2000
1500
1200
1031

1031 —
700 —»
600 -
500 :‘

Tvha7
Tvh22

Restrikéni produkty byly izolovany z gelu a ligovany do plasmidu MasterNeo-
His. Bunky E. coli XL-1-Blue byly transformovany teplotnim Sokem a vysety na
plotny s LB médiem a ampicilinem (100 pl/ug). Pfitomnost vektoru s pozadovanym

genem byla ovéfena PCR (obr. 30) a restrikéni analyzou.

Obr. 30. Ovéreni pritomnosti vektort s geny Tvh22-His (A) a Tvh47-His (B)
pomoci PCR na vybranych koloniich E. coli.

(A) 1-7: Kolonie nesouci plasmid MasterNeo-Tvh22-His.

(B) 1-9: Kolonie nesouci plasmid MasterNeo-Tvh47-His.

DNA o velikosti kolem 600 (A) a 1300 (B) bp odpovida genam Tvh22 a Tvh47.
St. — standardy DNA.

A. St1 23 456 7 B, bpSt1 2 34 5 6 7 8 9

Bp

L
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5.2.4.1.2. Exprese proteina Tvh22-His a Tvh47-His v trichomonadach

Bunky T. vaginalis byly transformovany vzdy jednim ovéfenym vektorem
MasterNeo-Tvh22-His a MasterNeo-Tvh47-His. Po transformaci trichomonad byla
exprese genu ovéfena SDS - PAGE a imunodetekci protilatkou proti
polyhistidinovému tagu. Purifikace proteind znacenych penta histidinovym tagem je
vyrazné snadnéjsSi a levnéjSi nez purifikace proteind s hemaglutinovym tagem.
Bohuzel se ukazalo, ze znaceni histidinovym tagem vyrazné sniZuje expresi proteinu
v trichomonadach. Podjednotku Tvh22 se nepodafilo produkovat ani po opakované
pfipravé transformovanych linii. Podjednotka Tvh47 byla produkovana slabé (obr.
31, obr. 32). Proto jsem kdalSim pokusim pouzivala pouze trichomonady
produkujici podjednotku Tvh47-His.

Obr. 31. Detekce podjednotky Tvh47-His v hydrogenosomech T. vaginalis.

(A) Podjednotka Tvh47-His byla identifikovana pomoci imunoblotingu s vyuzitim mysi
monoklonalni protilatky proti polyhistidinovému tagu. Protein byl detekovan pouze u
trichomonad transformovanych plasmidem MasterNeo-Tvh47-His (1), u rodiCovského
kmene T1 (2) nebyl protein identifikovan.

(B) Imunobloting s protilatkou proti podjednotce Tvh47. V hydrogenosomech
trichomonad transformovanych plasmidem MasterNeo-Tvh47-His (1) byl protein silné

produkovan, u rodiCovského kmene T1 (2) bylo mnozZstvi proteinu vyrazné nizsi.

A 1 2 B. 1 2

——— —+ 45kDa L 45 kDa

-,

Obr. 32. Porovnani exprese proteinii znacenych HA3 a His tagem.

Rekombinantni proteiny Tvh47-His (A) a Tvh47-HA3 (B) byly identifikovany
protilatkou proti polyhistidinovému (A) a hemaglutinovému tagu (B). Produkce
protein( znacenych polyhistidinovym tagem je vyrazné niz8i nez produkce proteind

znaCenych HA3 tagem.
A B.

e G 4502
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5.2.4.1.3. Chromatografie na Ni — NTA koloné

Hydrogenosomy izolované z trichomonad produkujicich protein Tvh47-His
byly jemné solubilizovany octylglukosidem (viz. 4.6.5.) byly naneseny na Ni — NTA
kolonu. Imobilizované proteiny byly eluovany pufrem s 400 mM imidazolem (obr.
33). Mérenim NADH dehydrogenazové aktivity (NDH, viz. 4.6.6.) v jednotlivych
frakcich byly identifikovany frakce obsahujici komplex .

Stejny postup byl proveden i s hydrogenosomy rodi¢ovskych trichomonad
kmene T1. Tim byl oSetfena moznost faleSné pozitivnich vysledk( (pokud by
proteiny byly na koloné imobilizované jinym zplsobem nez pres penta histidinovy

tag).

Obr. 33. Purifikace Tvh47-His pomoci afinitni chromatogarfie na Ni — NTA
koloné.

Absorbéni vrchol v oblasti frakci 1 - 6 odpovida absorbanci pufru s 10 mM
imidazolem, vrchol ve frakcich 30 — 36 pak 400 mM imidazolu. Proteinovy vrchol se
pfekryva s vrcholem absorbance 400 mM imidazolu. NADH dehydrogenazova
aktivita komplexu | byla zjisténa ve frakcich 30 a 31.

Cerna kiivka = aktualni koncentraéni gradient soli, Gervena kiivka = teoreticky

gradient soli.

S P, [ SO T S
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5.2.4.1.4. Identifikace proteinu izolovanych spole¢né s Tvh47-His

Proteiny frakci s NADH dehydrogenazovou aktivitou byly rozdéleny na
polyakrylamidovém gelu a detekovany obarvenim Coomasie Brilliant Blue (obr. 34).
Poté byly pfeneseny na nitroceluldzovou membranu a pfitomnost komplexu | byla
ovérena protilatkou proti podjednotce Tvh47. Stejny postup byl pouzit i u kontrolnich
hydrogenosom( kmene T1. Z téchto hydrogenosomi nebyl komplex | izolovan (obr.
35).

Obr. 34. Analyza proteinu frakci s NADH dehydrogenazovou aktivitou

ziskanych afinitni chromatografii.

A. SDS - PAGE analyza frakci 30 — 32. NADH dehydrogenazova aktivita byla
detekovana ve frakcich 30 a 31, ve stejnych frakcich jsou patrné dvé podjednotky
komplexu | Tvh22 a Tvh47.

B. Pfesna identifikace podjednotky Tvh47. Dvojity proteinovy band patrny na SDS-
PAGE analyze frakce 31 byl po pfeblotovani na nitroceluldzovou membranu
oznacen a nasledné byla pouzita specificka protilatka proti Tvh47. Podjednotce

odpovida horni z dvojice proteinu.

A. kDa frakce 30 frakce 31 frakce 32 B.
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Obr. 35. SDS-PAGE analyza frakci 30 — 32 ziskanych afinitni chromatografii
hydrogenosomu trichomonad rodicovského kmene T1.

NADH dehydrogenazova aktivita ani podjednotky komplexu | Tvh22 a Tvh47 nebyly
v téchto frakcich pfitomny.
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SDS-PAGE analyza frakci s NADH dehydrogenazovou aktivitou (obr. 34)
ukazala, Ze spole¢né s podjednotkou Tvh47-His kopurifikovaly proteiny o velikostech
cca. 22-, 60- a 45 kDa. Jiz dfive bylo hmotnostni spektrometrii zjisténo, Zze protein o
velikosti 22 kDa odpovida podjednotce komplexu | Tvh22 (Hrdy et al., 2004). Ostatni
dva proteiny (60- a 45 kDa) by mohly piedstavovat nékteré znamé
hydrogenosomalni enzymy, které pfi pouziti metody cross — linkingu kopurifikuji
s Tvh47 (Dyall et al., 2004), nebo dalSi podjednotky komplexu I. K jejich identifikaci
jsem proto pouzila protilatky, které mame k dispozici v nasi laboratofi (protilatka proti
Tvh47, polyhistidinovému tagu, jable€nému enzymu, feredoxinu a pyruvat:feredoxin
oxidoreduktaze). Zjistila jsem, Ze protein o velikosti 60 kDa odpovida jableénemu
enzymu (obr. 36). Pomoci kontrolni afinitni chromatografie hydrogenosomani frakce
rodiCovskych trichomonad kmene T1 (ob. 35) jsem zaroven dokazala, ze jable¢ny
enzym se vaze nespecificky na Ni-NTA kolonu a nekopurifikuje specificky
s podjednotkou Tvh47. Protein o velikosti 45 kDa nereagoval s Zzadnou z pouzitych
protilatek. Z vysledkd pokust Tamary Smutné (nase laboratof) vyplyva, ze se mlze

jednat o feredoxin : oxygen oxidoreduktazu.

76



Obr. 36. Imunobloting analyza proteina kopurifikovanych s Tvh47-His.

Imunoblotem s protilatkami proti podjednotce Tvh47 (A), polyhistidinovému tagu (B) a
jableénému enzymu (C) byly odpovidajici proteiny identifikovany ve frakci 31 afinitni
chromatografie hydrogenosomi trichomonad produkujicich Tvh47-His (1) i ve
vychozim lyzatu hydrogenosom (2). Protilatkami proti feredoxinu (D) a pyruvat :
feredoxin oxidoreduktaze (E) byly prislusné proteiny identifikovany pouze ve

vychozim hydrogenosomalnim lyzatu (2).
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5.2.5. Pokus o izolaci komplexu | pomoci “Blue Native Gel
Electrophoresis (BN — PAGE)*“

5.2.5.1. Volba vhodného detergentu a poméru detergent : Serva Blue G
Hydrogenosomy byly solubilizované riznymi detergenty (Tab. 7) a smichany
s barvou Serva Blue G (SBG) vrlznych pomérech. NejlepSiho rozdéleni
proteinovych komplexd jsem dosahla pouzitim 0.25% CHAPSO, ke kterému nebylo
pfidano zadné SBG. Takto se mi podafilo separovat asi 6 hydrogenosomalnich

komplex(i (obr. 37).
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Tab. 7. Pouzité detergenty a jejich koncentrace.

detergent finalni koncentrace
Octylglukosid 0.5%
Octylglukosid 1%
Triton Tx — 100 0.05 %
Triton TX - 100 0.125%
Triton TX — 100 0.25%
Triton TX =100 0.5%
Triton TX - 100 1%
Dodecylmaltosid (DDM) 0.25%
Dodecylmaltosid (DDM) 0.5%
Dodecylmaltosid (DDM) 1%
CHAPSO 0.25%
CHAPSO 0.5%

Obr. 37. Separace hydrogenosomalnich komplexti pomoci BN-PAGE.
Hydrogenosomy kmene T1 byly solubilizovany 0.25% CHAPSO + 0.0125 mg SBG
(1), 0.5% octylglukosidem + 0.025 mg SBG (2), 0.5% DDM + 0.025 mg SBG (3),
0.05% Tritonem TX-100 + 0.0025 mg SBG (4) a 0.25% CHAPSO + 0 mg SBG (5).
Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno solubilizaci 0.25% CHAPSO bez pfidaného SBG
(5). Sipky oznaduji izolované hydrogenosomalni komplexy.
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5.2.5.2.ldentifikace hydrogenosomalnich komplexu rozdélenych pomoci BN-
PAGE

lzolované proteinové komplexy byly pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu (pro blotovani proteinll se pouziva katodovy pufr). Imunodetekci
protilatkou proti podjednotce Tvh47 byl identifikovan komplex | (obr. 38). Jeho
velikost je cca. 70 kDa, coz ukazuje, Ze je tvoifen pouze podjednotkami Tvh22

(22 kDa) a Tvh47 (47 kDa). Imunoblotingem s protilatkou proti jableénému enzymu
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se mi podafilo dokazat, Zze tento enzym netvofi komplex s podjednotkami Tvh22 a
Tvh47. Byl identifikovan pouze v komplexu o velikosti cca. 230- a 400 kDa (obr. 39).
Tretim identifikovanym komplexem o velikosti cca. 90 kDa je feredoxin : oxygen

oxidoreduktaza (obr.40).
Obr. 38. Identifikace komplexu | v hydrogenosomech kmene TVT1 rozdélenych
pomoci BN - PAGE.

V hydrogenosomech rozdélenych metodou BN - PAGE (A) byl komplex |
identifikovan imunoblotingem protilatkou proti podjednotce Tvh47 (B). Velikost

komplexu je cca. 70 kDa.

A.

#—  komplex | —

P ———-——

Obr. 39. Identifikace jableéného enzymu v hydrogenosomech T. vaginalis
rozdélenych metodou BN-PAGE.
Jable€ny enzym byl identifikovan krali¢i polyklonalni protilatkou proti tomuto enzymu
(A) v komplexech o velikostech cca 230- a 400 kDa. V komplexu | identifikovaném
protilatkou proti podjednotce Tvh47 (B) neni jable¢ny enzym pfitomen.
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Obr. 40. Identifikace feredoxin : oxygen oxidoreduktazy (FOO)

v hydrogenosomech T. vaginalis izolovanych pomoci BN-PAGE.

kDa

230 »
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Pro ovéreni podjednotek komplexu | byl pfislusny proteinovy komplex vyfiznut
z gelu a proteiny byly rozdéleny SDS — PAGE. Presto, ze k detekci proteinl bylo
pouzito stribfeni, které je az 50x citlivéjSi nez barveni pomoci Coomasie, nepovedlo

se zadné proteiny detekovat.

5.2.6. Purifikace komplexu | kapalinovou chromatografii

DalSi metodou pouZitou k detekci podjednotek komplexu | byla purifikace
tohoto komplexu z hydrogenosom( T. vaginalis kapalinovou chromatografii. Druhym
ucelem bylo zjistit pfesné misto Stépeni adresovych sekvenci podjednotek Tvh22 a
Tvh47.

5.2.6.1. Purifikace komplexu | na mono$S katexu a na hydroxyapatitu
Hydrogenosomy trichomonad kmene T1 byly solubilizovany 2%
octylglukosidem (viz. 4.6.5.) a komplex | byl purifikovan na katexu monoS a
keramickém hydroxyapatitu. Béhem celé purifikace byly odebirany vzorky frakci na
stanoveni mnozstvi proteini podle Lowryho (viz. 4.6.7.) a enzymatické aktivity (viz.
4.6.6., Tab. 8.). Pi purifikaci na katexu monoS se komplex | nachazel ve frakcich 13
a 14 (obr. 41). Obé frakce byly smichany a analyzovany pomoci SDS-PAGE. Tato
analyza ukazala, Ze spoleCné s podjednotkami Tvh22 a Tvh47 se purifikoval také
jable¢ny enzym (60 kDa) a dalsi Ctyfi proteiny o velikosti cca. 30 — 36 kDa (obr. 42).
Tyto proteiny byly vyfiznuty z polyakrylamidového gelu a zaslany k sekvenaci
pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI ESI - QTOF). Zbyly pool frakci 13 a 14 byl

dale nanesen na hydroxyapatit a purifikovan. NADH dehydrogenazova aktivita byla
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detekovana ve frakcich 15 a 16 purifikace na keramickém hydroxyapatitu (obr. 43).
Obé frakce byly smichany a pomoci SDS-PAGE jsem zjistila, Ze NADH
dehydrogenazova aktivita odpovida pritomnosti podjednotek Tvh22 a Tvh47 (obr.

44).

Obr. 41. Purifikace komplexu | na mono$ katexu.
Enzymaticka aktivita komplexu | byla namérena ve frakcich 13 a 14. Po osmnacté
frakci byla purifikace zastavena. Cernou kfivkou je zna&ena aktualni koncentrace soli

/ | Komplex |
i »
i | l
] ! [\
‘ 1 !

| a |

(vodivost), Cervena kiivka znaci teoreticky gradient soli.
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Obr. 42. SDS - PAGE analyza poolu frakci s NDH aktivitou (13 a 14) po
purifikaci na monoS katexu.

Podjednotkam Tvh22 a Tvh47 odpovidaji proteinové bandy o relativnich
molekulovych hmotnostech 22- a 47 kDa. Neznamé proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech 30 - 36 kDa pouzité pro dalS§i analyzu hmotnostni
spektrometrii (MALDI ESI - QTOF) jsou oznacené Sipkou.
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Obr. 43. Purifikace komplexu | na hydroxyapatitu.
NADH dehydrogenazova aktivita byla detekovana ve frakcich 15 a 16. Po 21. frakci

byla purifikace zastavena.
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Obr. 44. SDS - PAGE analyza frakci s NADH dehydrogenazovou aktivitou po
purifikaci na hydroxyapatitu.

Na SDS-PAGE byla nanesena smés frakci 15 a 16 purifikace na hydroxyapatitu.
Proteiny o velikostech 47- a 22 kDa odpovidaji podjednotkam Tvh47 a Tvh22.
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Tab. 8. Tabulka prubéhu purifikace komplexu | z hydrogenosoma TVT1

purifikacni krok | celkové mnozstvi celkova specificka
proteinu (mg) aktivita (U) | aktivita (U/mg)
hydrogenosomy 18.4201 11.0354 0.5991
monoS 0.2706 2.8305 10.4601
hydroxyapatit 0.0246 0.5723 23.2381

5.2.6.2. Analyza proteint kopurifikovanych s Tvh22 a Tvh47 pomoci MALDI
ESI - QTOF

Proteiny o velikostech cca. 30 — 36 kDa, kopurifikované na monoS katexu
s Tvh22 a Tvh47, byly sekvenovany pomoci hmotnostni spektrofotometrie ESI -
QTOF (Juraj Lenco, Oddéleni molekularni patologie, Vojenska Iékafska akademie,
Hradec Kralové). Proteinovy band o velikosti cca. 36 kDa obsahuje neuplné ORF
péti genll odpovidajicich jable¢nému enzymu: (1) gen A (89154.m00274), (2) gen B
(88273.m00372), (3) gen C (94635.m00002), (4) gen F (86485.m00602) a (5) gen H
(92066.m00127). Sekvenované proteinové Stépy, vzniklé Stépenim proteinového
bandu proteazou trypsinem, pokryvaji celkovou sekvenci jableéného enzymu v 35%
(gen H), 37% (geny Ba C)a42% (geny Aa F).
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TFi proteinové bandy o molekularnich hmotnostech 30 — 34 kDa tvofi rizné
formy podjednotky a enzymu sukcinyl — CoA ligazy: (1) aSTK gen 1 (9100.m00020),
(2) aSTK gen 2 (81907.m00068) a (3) aSTK gen 3 (85876.m00224) s procentem
pokryti od 23 — 47%. V kazdém proteinovém bandu jsou pfitomny vSechny uvedené
formy aSTK (gen 1, 2 a 3). Tyto vysledky odpovidaji pfedchozim zjisténim, ze
podjednotka aSTK tvofi pfi analyze na 12% SDS-PAGE tfi distinktni proteinové
bandy o molekulovych hmotnostech 31-35 kDa (Lahti et. al, 1994).

5.2.6.3. Sekvenace N — koncovych aminokyselin podjednotek Tvh22 a Tvh47

Pro expresi nativniho enzymu v bakteriich je nutné védét, zda a kde dochazi k
ods$tépeni adresovych sekvenci podjednotek Tvh22 a Tvh47. Adresové sekvence
zajistuji pfenos proteinl vznikajicich v cytoplasmé pfes dvojitou membranu do
mitochondrie. Stejny mechanismus pfenosu proteint byl zjistén také u
hydrogenosom( (Bradley et al., 1997). Po transportu do mitochondrialni nebo
hydrogenosomalni matrix jsou adresové peptidy odstépeny. K odstépeni dochazi
v pfesné stanovenych mistech, ve vétsiné pfipadl tato mista obsahuji arginin v
pozici R =2 [xRx|xx]. Méné& obvykly je arginin v pozici R — 3 [xRxx|xx] (Bradley et
al., 1997).

U podjednotek Tvh22 a Tvh47 komplexu | z hydrogenosomu T. vaginalis byly
adresové sekvence predikovany programem PSORT Il. Podjednotka Tvh22 ma
adresovou sekvenci zacinajici methioninem, leucinem a alaninem, obsahujici dva
seriny (celkem 10 aminokyselin), sekvence je ods$tépena v pozici arginin (R) -2.
Adresovou sekvenci podjednotky Tvh47 tvofi 9 aminokyselin, zadind rovnéz

motivem methionin - leucin - alanin a je od$tépena v pozici R -2 (Tab. 9).
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Tab. 9. N — terminalni adresové sekvence hydrogenosomalnich proteinu.
Trojuhelni¢ky znaci mista od$tépeni adresovych sekvenci. Misto od$tépeni proteinl
Tvh22 a Tvh47 bylo pfedpovézeno programem PSORT II.

Upraveno podle Bradleyho et al., 1997.

hydrogenosomalni protein adresova sekvence

Tvh22 MLASVNTSRF V¥ FARL (PSORT II)
Tvh47 MLAAYGHRF ¥ QTKF (PSORT II)
feredoxin MLSQVCRF V¥ GTIT

B —sukcinyl-CoA-syntetaza 1 MLSASSNFARN V¥ FNIL
a—sukcinyl-CoA—syntetaza 1 MLAGDFSRN ¥ LKOP
pyruvat:feredoxin oxidoreduktaza 1 MLRNF ¥ SKRV

jable¢ny enzym 1 MLTSSVSVPVRN V¥ ICRA

Presné misto odstépeni adresovych sekvenci podjednotek Tvh22 a Tvh47
jsem se pokusila ovéfit experimentalné. Odstépeni mitochondrialnich adresovych
sekvencich |ze pozorovat jako zménu mobility proteini pomoci SDS - PAGE a
imunoblotingu. U podjednotek hydrogenosomalniho komplexu | jsou vSak adresové
sekvence pfili§ kratké (cca 10 aminokyselin) ve srovnani s celkovou délkou proteinu,
takze zména mobility je malo patrna. Proto jsme zvolili pfesnéjsi metodu spodivajici
vizolaci podjednotek komplexu | zhydrogenosomd trichomonad kapalinovou

chromatografii a sekvenaci N-koncovych aminokyselin.

Frakce purifikace komplexu | na hydroxyapatitu s NDH aktivitou (viz. 5.2.6.1.,
cca. 2000 pl) byly smichany a zahustény filtrem Amicon Ultra — 4 (Millipore) na
koneény objem 200 pl, rozdéleny na 12% SDS — PAGE a pfeneseny na PVDF
membranu. PVDF membrana obarvena roztokem barvy Coomasie Brilliant Blue byla
odeslana k sekvenaci N — terminalnich aminokyselin (Zdenék Voburka, Ustav
organické chemie a biochemie Akademie véd, Praha). Vysledek sekvenace ukazal,
Ze obé podjednotky jsou po svém transportu do hydrogenosoml procesovany. U
podjednotky Tvh22 dochazi k odstépeni 11 aminokyselin, a to tak, ze se arginin
nachazi v pozici -3 od mista Stépeni. U podjednotky Tvh47 se odsStépuje 9
aminokyselin s argininem v pozici —2 od mista Stépeni (obr. 45). Tyto vysledky

ukazuji, ze k odstépeni adresové sekvence podjednotky Tvh47 dochazi v misté
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predikovanem programem PSORT Il, zatimco u podjednotky Tvh22 je adresova

sekvence o jednu aminokyselinu delSi, nez navrhl tento program.

Obr. 45. Identifikace mista Stépeni N-terminalni adresové sekvence proteinu
Tvh22 a Tvh47.

Misto Stépeni bylo zjisténo N-terminalni sekvenaci podjednotek Tvh22 a Tvh47
izolovanych z hydrogenosomd T. vaginalis. PferuSovanou ¢arou jsou podtrzené
adresové sekvence, mista jejich odstépeni jsou znacené trojuhelniCky. Celistvou

¢arou jsou podtrzené N-koncové aminokyseliny identifikované sekvenaci.
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6. Diskuze

V diplomové praci jsem se zabyvala studiem komplexu | dychaciho fetézce,
ktery byl nalezen u amitochondrialniho anaerobniho parazita Trichomonas vaginalis.
Mymi cili bylo zjistit bunécnou lokalizaci dvou podjednotek katalytického modulu
komplexu | Tvh22 a Tvh47 a zjistit mista odS$tépeni adresovych sekvenci téchto
proteini. Dale jsem se pokusila zjistit celkovy pocet podjednotek a proteinovych
partnerll tohoto komplexu u T. vaginalis a jejich bunéénou lokalizaci. K tomuto uéelu
jsem se pokusila zavést nékteré nové techniky, a to BN — PAGE a afinitni purifikaci

rekombinantnich protein produkovanych trichomonadami.

Komplex | u anaerobniho organismu 7. vaginalis:

Pritomnost podjednotek komplexu | u anaerobniho amitochondrialniho prvoka
T. vaginalis je velmi prekvapiva, protoZze u téchto organism( jsou mitochondrie
nahrazeny specifickymi organelami - hydrogenosomy.

Komplex | je nejvétSi bilkovinnou slozkou mitochondrialni membrany. Je
tvoren tfemi doménami: (1) katalytickym modulem zodpovédnym za oxidaci NADH +
H* a tvofenym podjednotkami o velikostech 51-, 24-, 9- a 75 kDa; (2) membranovym
modulem slouzicim k translokaci protonll a tvofenym vice podjednotkami; (3)
segmentem spojujicim dva pfedchozi moduly, tvofenym podjednotkami o
velikostech 49-, 30-, 20- (PSST) a 23 kDa (TYKY). Tento modul je zodpovédny za
vedeni elektron( a vazbu ubichinonu (Yano, 2002).

U T. vaginalis byly identifikovany podjednotky homologni mitochondrialnim
podjednotkam 51 kDa (Tvh47) a 24 kDa (Tvh22), které tvofi soucast katalytické
flavoproteinové komponenty mitochondrialnihno komplexu |. Podafilo se mi
jednoznacné prokazat, Ze obé podjednotky jsou lokalizované v hydrogenosomech.

Dalsi dvé podjednotky katalytické domény mitochondrialnino komplexu | o
velikostech 7- a 74 kDa nebyly u trichomonad identifikovany. N-terminalni cast
74 kDa podjednotky je vS§ak podobna hydrogenosomalni Fe -hydrogenaze o relativni
molekulové hmotnosti 64 kDa (Dyall et al., 2004). Oba proteiny obsahuji na N —
koncich stejnou sadu cysteinovych motivi koordinujicich 4Fe4S a 2Fe2S centra, liSi
se v8ak svymi karboxylovymi konci.

Ctyfi potencialni podjednotky komplexu | u T. vaginalis, nalezené

v pfedbéznych anotacich genomového projektu TIGR, by mohly byt soucasti
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membranového moduiu tohoto komplexu. Sekvenéni podobnost téchto protein(
s mitochondrialnimi homology ND1, ND2, ND4 a ND6 je pomérné nizka, jsou to viak
proteiny vysoce hydrofobni, které obsahuji podobné transmembranové domény.
Jednotlivé homology se sice li5i potem transmembranovych domém, to je v8ak
obvyklé u membranovych podjednotek raznych organismid. Bohuzel se mi
nepodafilo prokazat jejich buné&nou lokalizaci, coz mize byt zpasobeno narusenim
funkce membran proteinovymi produkty, takZze se vyselektuji pouze linie
transformovanych trichomonad, které proteiny neprodukuji, avdak jsou resistentni
k selekci antibiotikem. DalSi vysvétlujici moznosti je nedokonala integrace protein(
podjednotek komplexu | do membran spojena s naslednou degradaci téchto
proteind. Je také mozné, Ze k expresi proteind sice dochazi, ale vzhledem k jejich
vysoké hydrofobité nejsou u€inné rozdéleny na SDS — PAGE. Tuto mozZnost bude
treba ovéfit pouzitim elektoforézy s vhodnymi tricinovymi pufry (Schagger, 2003).
Poslednim modulem komplexu | u mitochondrii je spojovaci segment. Geny
pro podjednotky této Casti nebyly v genomovém projektu T. vaginalis nalezeny.
Vysledky pokusu s pouzitim tfi riznych pfistupd (1) afinitni chromatografie komplexu
| znageného polyHis tagem, (2) purifikace na katexu monoS a hydroxyapatitu a (3)
izolace komplex pomoci BN — PAGE také ukazuji, Ze se u trichomonad tento
segment nenachazi. Je tedy pravdépodobné, Ze katalyticky modul komplexu | neni u
T. vaginalis propojen s membranovym modulem a proteiny téchto segmentld maji

samostatné funkce.

Adresové sekvence podjednotek Tvh22 a Tvh47:

Hydrogenosomalni proteiny obsahuji na svych N — koncich adresové
sekvence. Tyto sekvence jsou bohaté na hydrofébni a hydroxylované aminokyseliny
a mohou tvofit amfifiini a — helixy. VétSina adresovych sekvenci zkoumanych
hydrogenosomalnich proteint (92%) obsahuje motiv methionin — leucin a pfiblizné
50% sekvenci zagind motivem methionin — leucin — serin (Bradley et al., 1997).
Adresové sekvence podjednotek Tvh22 a Tvh47 zaginaji motivem methionin — leucin
— alanin, podjednotka Tvh22 obsahuje ve své adresové sekvenci také dva seriny. Po
translokaci do organel jsou N-terminalni adresové sekvence odstépeny. U
trichomonad byly nalezeny homology B- podjednotky procesovaci metalopeptidazy,
zodpovédné za odstépeni adresovych sekvenci (Dolezal et al., 2005).
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Syntéza hydrogenosomalnich proteind v cytoplasmé, jejich cileni pomoci N-
terminalnich adresovych sekvenci a jejich procesovani v hydrogenosomech svédéi o
tom, Ze biogeneze hydrogenosomu probiha podobné jako biogeneze mitochondrii
(Bradley et al., 1997). Zjisténi pfesného mista odstépeni hydrogenosomalnich
adresovych sekvenci je rovnéz dllezité pro dalSi pokusy, kdy bychom chtéli

produkovat enzymaticky aktivni rekombinantni podjednotky v bakteriich.

Funkce komplexu | u Trichomonas vaginalis:

Stejné jako NADH dehydrogenaza v mitochondriich redukuje purifikovany
enzym T. vaginalis spektrum elektronovych pfenasec véetné ubichinonu. Oproti
mitochondridlnimu enzymu je vSak schopen redukovat i [2Fe-2S] feredoxin,
elektronovy pfenase¢ vyuzivany u trichomonad pfi produkci vodiku. Kineticka data
ukazuji, ze feredoxin je pfirozenym akceptorem elektroni katalytického modulu
komplexu | u T. vaginalis (Hrdy et al., 2004). Komplex | v hydrogenosomech tedy
funguje jako NADH : feredoxin oxidoreduktaza a zajiStuje reoxidaci NADH, které
prenasi elektrony uvolfiované jableénym enzymem z malatu pfi jeho pfeméné na
pyruvat. Elektrony jsou dale pfedavany hydrogenazou na protony za vzniku
molekulového vodiku. Je rovnéz mozné, Ze hydrogenosomalni komplex | mize
predavat elektrony pfimo na 64 kDa hydrogenazu (Hrdy et al., 2004). Tuto hypotézu
je v8ak tfeba experimentalné ovéfit.

V nedavné dobé bylo zjisténo, Ze elektrony prenasené vySe popsanym
transportnim fetézcem mohou byt zodpovédné také za alternativni cestu aktivace
metronidazolu (5-nitroimidazol), ktery je jedinym I|ékem dostupnym k léCeni
urogenitalni trichomonoézy. Klasicka cesta aktivace metronidazolu na cytotoxické
anionové radikaly vyuziva elektrony uvolnéné z pyruvatu aktivitou pyruvat : feredoxin
oxidoreduktazy (PFOR), které jsou pFfedané feredoxinem na metronidazol.
Trichomonady postradajici tuto cestu aktivace metronidazolu jsou v3ak stale na
pusobeni metronidazolu citlivé. Kompletni resistence k vysokym davkam
metronidazolu se u T. vaginalis rozviji az poté, co je zablokovana exprese PFOR a

zaroven jableé¢ného enzymu (Hrdy et al., 2005).
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Proteinovi partnefi komplexu | u T, vaginalis:

Komplex | je u T. vaginalis zapojen do hydrogenosomalniho mechanismu
transportu elektronl. Pfedchozi vysledky Sabriny Dyall s pouzitim metody ,cross —
linkingu“ (Dyall et al., 2004b) naznaduji, Ze podjednotky komplexu | tvofi
superkomplex s jableénym enzymem a pyruvat : feredoxin oxidoreduktazou. Mé
vysledky ale tuto hypotézu nepotvrdily: (1) pfi pouziti afinitni chromatografie byl
spoleéné s rekombinantni podjednotkou Tvh47-His purifikovan také jable¢ny enzym,
kontrolni purifikace vSak ukazala, Zze se tento enzym vaze samostatné na niklovou
kolonu a nekopurifikuje s podjednotkou Tvh47-His specificky, (2) imunoblotingova
analyza hydrogenosomalnich proteinovych komplex( separovanych pomoci BN —
PAGE ukazala, Ze jableény enzym je pfitomen v komplexech o relativnich
molekulovych hmotnostech cca. 400- a 230 kDa, zatimco podjednotky Tvh22 a
Tvh47 tvofi komplex o celkové molekulové hmotnosti cca. 70 kD, (3) komplex |
purifikovany na katexu monoS a keramickém hydroxyapatitu je tvofen pouze
podjednotkami Tvh22 a Tvh47, (4) pyruvat : feredoxin oxidoreduktaza
s podjednotkou Tvh47 na afinitni chromatografii nekopurifikuje.

Evoluce komplexu I:

Zjisténi, Ze hydrogenosomy T. vaginalis obsahuji podjednotky komplexu [ je
v souladu s nazorem, Zze hydrogenosomy maji stejny evoluéni ptivod s mitochondrii.
V sou€asné dobé jsou pfijimany piedev8im tfi hypotézy: (1) hydrogenosomy a
mitochondrie sdili stejného predka, (2) hydrogenosomy vznikly z mitochondrie jejim
pfizplisobenim anaerobnim podminkam prostiedi, (3) hydrogenosomy vznikly
z anaerobni bakterie nezavisle na mitochondriich (Dyall et al., 2004a). NasSe
vysledky svéd¢i spiSe pro druhou variantu, kdy béhem divergence doSlo k redukci -
katalytického a spojovaciho modulu a zméné funkce modulu membranového. Teorii
spole¢ného evoluéniho plvodu hydrogenosomll a mitochondrii potvrzuje také
fylogeneticka analyza podjednotky Tvh47, ktera tento protein umistila mezi
mitochondrialni enzymy (obr. 46, Hrdy et. al, 2004).
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Obr. 46. Fylogeneticka analyza podjednotky Tvh47

Aminokyselinova sekvence proteind byla zakdédovanad do S$esti skupin podle
fyzikalnich a biochemickych vlastnosti jednotlivych aminokyselin (,Dayhoff groups®).
Takto upravené sekvence byly pouzity pro tvorbu fylogenetického stromu programem
MrBayes. Analyza umistila podjednotku Tvh47 komplexu | T. vaginalis mezi
mitochondrialni geny.
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Zavedeni novych metod pro separaci hydrogenosomalnich proteinu:

Pro separaci proteinovych komplex{i v nativnim stavu se mi podafilo zavést
metodu BN — PAGE. Touto metodou je mozné izolovat 6 hydrogenosomalnich
komplext, jejichz podjednotkové sloZeni a porovnani s komplexy separovanymi
metodou BN-PAGE z mitochondrie budou pfedmeétem dalSich studii.

Pro produkci rekombinantnich proteinti a jejich purifikaci z trichomonad jsem
pouzila afinitni chromatografii His — tagovanych proteini na niklové koloné. Vyhodou
této metody je nizka cena, nevyhodou nizké vytézky proteini znacéenych
polyhistidinovym tagem. Vyhodnéj§i metodou by mohl byt systém zalozeny na
znaceni proteind streptavidinovym tagem. Takto tagované proteiny jsou
v trichomonadach produkované v dostateéném mnozZstvi (Tamara Smutna,
nepublikovana data), uspésnost jejich purifikace ztrichomonad vSak jesté nebyla
vyzkousena. Pokud by se tento system podafilo zavést, trichomonady by mohly byt
pouzity pro produkci riznych rekombinantnich proteinu, které vyzaduji specifické

procesovani za anaerobnich podminek.
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7. Zaver

Pfitomnost komplexu | (NADH dehydrogenazy) mitochondrialniho dychaciho
fetézce u amitochondrialniho prvoka Trichomonas vaginalis je jednim
z nejvyznamnéjSich dikazl, Ze hydrogenosomy a mitochondrie sdili spoleény
evoluéni plvod (viz. pfiloha publikace Hrdy et al., ve které byla ¢ast vysledku této
diplomové prace zvefejnéna).

Komplex | je u trichomonad tvofen dvéma podjednotkami, které jsou
homologni mitochondrialnim podjednotkdm o velikosti 24 kDa a 51 kDa katalytické
domény. Tyto podjednotky, pojmenované Tvh22 (24 kDa) a Tvh47 (51 kDa) jsou
lokalizované v hydrogenosomech a obsahuji na svych N — koncich adresové
sekvence, které jsou po translokaci proteint do této organely odstépeny.

DalSi potencialni podjednotky komplexu | byly nalezeny v genomovém
projektu T. vaginalis. Jedna se o homology membranovych podjednotek o
velikostech 64 kDa (podjednotka TvhND1), 54 kDa (podjednotka TvhND2), 56 kDa
(podjednotka TvhND4) a 43 kDa (podjednotka TvhNDG6). Jejich buné€nou lokalizaci
se vSak nepodafilo prokazat. Podjednotky s homologii k podjednotkam
mitochondrialniho spojovaciho segmentu nebyly u trichomonad nalezeny.

Pro dal$i zkoumani hydrogenosomalnich proteinovych komplexu je pfinosem
zavedeni metody Blue Native PAGE, ktera umoznuje separaci hydrogenosomalnich
proteinovych komplexd. Podafilo se mi izolovat $est riznych komplext, z nichz byly
dosud identifikovany dva, a to komplex | (NADH dehydrogenaza) a homodimer
feredoxin : oxygen oxidoreduktazy. V komplexech o velikosti cca. 230- a 400 kDa

byla prokazana pfitomnost jable€ného enzymu.
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Trichomonas hydrogenosomes
contain the NADH dehydrogenase
module of mitochondrial complex |
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Peter G. Foster’, Jan Tachezy' & T. Martin Embley’
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Czech Republic

“School of Biology, The Devonshire Building, The University of Newcastle upon
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. Hydrogenosomes are double-membraned ATP-producing and
hydrogen-producing organelles of diverse anaerobic eukaryotes'.
In some versions of endosymbiotic theory they are suggested to
be homologues of mitochondria®~, but alternative views suggest
they arose from an anaerobic bacterium that was distinct
from the mitochondrial endosymbiont®S. Here we show that
the 51-kDa and 24-kDa subunits of the NADH dehydrogenase
module in complex I, the first step in the mitochondrial respira-
tory chain’, are active in hydrogenosomes of Trichomonas

'vaginalis. Like mitochondrial NADH dehydrogenase, the purified
Trichomonas enzyme can reduce a variety of electron carriers
including ubiquinone, but unlike the mitochondrial enzyme it
can also reduce ferredoxin, the electron carrier used’ for hydro-
gen production. The presence of NADH dehydrogenase solves the

 long-standing conundrum of how hydrogenosomes regenerate

'NAD™ after malate oxidation. Phylogenetic analyses show that

“the Trichomonas 51-kDa homologue shares common ancestry

~with the mitochondrial enzyme. Recruitment of complex 1
subunits into a H,-producing pathway provides evidence that
mitochondria and hydrogenosomes are aerobic and anaerobic
homologues of the same endosymbiotically derived organelle.

The evolutionary origins of Trichomonas hydrogenosomes
remain debated because, unlike mitochondria or plastids, they
“lack an associated genome®. Because the phylogenetic position of

Trichomonas is unresolved, its relationship to mitochondrion-
bearing eukaryotic lineages is also unclear*. Characters suggesting
that Trichomonas hydrogenosomes and mitochondria share a com-

; mon origin include the surrounding double membrane, a common

i mode of division, similar overall physiology, common protein

iimport pathways and conserved mechanisms of iron-sulphur-

| cluster assembly™'. However, Trichomonas hydrogenosomes also
contain enzymes that are typically found in anaerobic bacteria',
including pyruvate:ferredoxin oxidoreductase and the iron [Fe]-
hydrogenase that makes hydrogen. The presence of these enzymes,
which are atypical for mitochondria, has recently® been used to
| resurrect an old hypothesis® for the origins of hydrogenosomes

i through symbioses involving anaerobic bacteria distinct from the
mitochondrial endosymbiont.

We identified homologues in Trichomonas vaginalis of the mito-
| chondrial 51-kDa (NuoF, named Tvh-47) and 24-kDa (NuoE,
| named Tvh-22) subunits of the catalytic flavoprotein component
}of mitochondrial complex I (Fig. 3). Complex I, also called
 NADH:ubiquinone oxidoreductase, is the first part of the mito-
 chondrial respiratory chain’, so its presence in Trichomonas—which
lacks cytochromes'—was unexpected. Conceptual translation of
i both genes revealed that they preserve key functional residues’
| (Fig. 3) and both contain putative leader sequences resembling
those on proteins known to localize to the Trichomonas hydrogeno-
+some"’. Localization experiments on cell fractions with the use of
a specific antibody raised against the recombinant Trichomonas
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Figure 1 Localization of Trichomonas NADH dehydrogenase subunits. a, Coomassie-
stained SDS—polyacrylamide-gel electrophoresis analysis of Trichomonas subcellular
fractions: total homogenate (lane 1), cytosol (lane 2) and hydrogenosomes (lane 3). Lane
4, subunits of NADH dehydrogenase (Tvh-47 and Tvh-22 proteins (apparent molecular
mass 47 and 23 kDa, respectively)) purified to homogeneity from 7. vaginalis
hydrogenosomes. Lane 5, recombinant Tvh-47 subunit (apparent molecular mass

54 kDa). b, Parallel analysis of the proteins by western blotting and the anti-Tvh-47
polyclonal antibody.

51-kDa homologue revealed that the protein is localized to the
hydrogenosomal fraction (Fig. 1); this is confirmed by homologous
transfection experiments demonstrating that Tvh-47 co-localizes
with malic enzyme, a biochemical marker'* for the Trichomonas
hydrogenosome (Fig. 2). Mass spectrometry of the active NADH
dehydrogenase purified from Trichomonas hydrogenosomes con-
firmed the identity of the Tvh-47 and Tvh-22 proteins (Figs 1 and 3).

Uncovering the evolutionary origins of these Trichomonas pro-

Hgure 2 Localization of Tvh-47 within Trichomonas hydrogenosomes. a, Differential
interference contrast image of a single transfected Trichomonas vaginalis cell. b, The
same cell expressing an episomal plasmid containing Tvh-47 tagged with a carboxy-
terminal haemagglutinin tag, probed with a mouse anti-haemagglutinin monoclonal
antibody and Alexa Fluor-488 (green) donkey anti-mouse Ig. ¢, Localization of the
hydrogenosomal marker protein malic enzyme, using rabbit anti-(malic enzyme)
polyclonal antibody and Alexa Fluor-546 (red) donkey anti-rabbit Ig. d, Merge of b and ¢
showing co-localization of the two proteins. The nucleus was stained blue with 4',6-
diamidino-2-phenylindole.
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Figure 3 Sequences of NuoF and NuokE. a, Sequence alignment of Trichomonas vaginalis ~ CAB65523) and eubacterial (Rickettsia prowazekii, NP_220737; Escherichia coli,
47-kDa subunit of complex | (NuoF) with mitochondrial (Bos taurus, GenBank A39362; NP_311196) homologues. Invariable cysteines coordinating the [2Fe—2S] cluster
Yarrowia lipolytica, AAF65194) and eubacterial (Rickettsia prowazekii, NP_22050;
Escherichia coli, NP_311195) homologues. Glycines of the NADH-binding motif
GXGGXGX4G are indicated by open circles. The FMN-binding site (GA/MGA/RYV/

ICGEERA/SLI/IE/NSL/IEG) and conserved cysteines motif coordinating the [4Fe—4S)
cluster (CX,CX,CX35-4oC) are boxed. b, Sequence alignment of 7. vaginalis 22-kDa

(CX4CX35_36CX3C) are boxed. N-terminal pre-sequences of 7. vaginalis subunits are
underlined. An arrow indicates cleavage sites predicted by PSORT Il (http://
psort.nibb.c.jp/). Sequences obtained by matrix-assisted laser desorption ionization
Q-TOF are in bold. Asterisks indicate fully conserved residues, colons strongly conserved
residues, and full stops weakly conserved residues.

subunit of complex | (NuoE) with mitochondrial (Bos taurus, B30113; Yarrowia lipolytica,
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teins pushes phylogenetics to its limits because, like many parasite
proteins, the Trichomonas proteins are divergent (Fig. 3). Tvh-22
was too poorly conserved and short to yield much insight into its
origins, so we concentrated on the longer Tvh-47. Initial phylo-
genetic analyses of Tvh-47 and 51-kDa proteins, using a gamma-
correction for site-rate variation and the empirical WAG matrix'®,
placed the Trichomonas sequence outside the mitochondrial and
alpha-proteobacterial sequences. However, we also recovered
alternative trees that placed the Trichomonas Tvh-47 protein within
the mitochondrial clade that could not be rejected with the AU
test'®. Notably, the Trichomonas branch was much longer than the
other branches in the tree and the Tvh-47 protein had a different
amino acid composition from the other sequences, phenomena that
are known to cause severe problems for phylogenetic analyses'”'®.
To mitigate these phenomena we recoded each amino acid accord-
ing to the six groups of chemically related amino acids that
commonly replace one another'>'** and reanalysed the data. This
recoding is related to transversion analysis and RY coding®' of DNA
sequences, and like these methods had the effect of shortening long
branches and homogenizing the amino acid composition between
sequences. It also allowed us to estimate a general time-reversible

matrix specific to our data set. In these analyses, the best tree placed
the Trichomonas Tvh-47 sequence within the mitochondrial clade
(Fig. 4, Supplementary Table 1 and Supplementary Fig. 1). Thus, at
the very least, our analyses cannot reject the hypothesis of a
common origin for the Trichomonas and mitochondrial 51-kDa
proteins, and the more sophisticated analysis prefers it.

Mitochondrial complex I catalyses the transfer of electrons from
NADH to the lipid-soluble electron carrier ubiquinone in the
respiratory chain’. The NADH dehydrogenase activity is associated
with the 51-kDa and 24-kDa subunits of complex 1. Trichomonas
Tvh-47 and Tvh-22, which co-purify as an active heterodimeric
enzyme from hydrogenosomes (Fig. 1, Supplementary Table 2),
reduced, in an NADH-dependent manner, several electron carriers
(Supplementary Table 3) including ubiquinone and Trichomonas
2Fe-2S ferredoxin. Kinetic data suggest that ferredoxin is the
natural electron acceptor in the hydrogenosome (Supplementary
Table 4). The Trichomonas enzyme is insensitive to rotenone, which
blocks electron transfer in mitochondria by binding to complex I
subunits that form the ubiquinone binding site; such units are
missing from the Trichomonas enzyme.

The presence in Trichomonas hydrogenosomes of the NADH

7~ Mitochondrial/hydrogenosomal NuoF

v

1

A

0.99

0.96

1.00

Brucella melitensis
Sinorhizobium meliloti

Mesorhizobium loti

A
Xenopus laevis

Mus musculus

Anopheles gambiae

Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans

Neurospora crassa

Aspergillus niger

Ca?)d?cgla tropicalis

Yarrowia lipolytica

Trichomonas vaginalis
0.889 eishmania major g
.00; Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Solanum tuberosum
Dictyostelium discoideum
grobacterium tumefacfens

Rhodobacter sphaeroides
Paracoccus denitrificans
Caulobacter crescentus
Bradyrhizobium japonicum

Rhodopseudomonas palustris | AlPha-proteobacteria

Novosphingobium aromaticivorans
Magnetospirillum magnetotacticum

Rhodospirillum rubrum

Rickettsia conorii

Rickettsia prowazekii

Burkholderia fungorum
Ralstonia solanacearum
Nitrosomonas europaea
Neisseria meningitidis

0.99

Xylella fastidiosa
Coxiella burnetii
Magnetococcus sp.

Mycobacterium tuberculosis
_ﬂ’__rE Streptomyces avermitilis
Thermobifida fusca

Chloroflexus aurantiacus

Escherichia coli

Leptospira interrogans

Deinococcus radiodurans

Enterococcus faecalis

0.98

0.97

Thermotoga maritima
Thermoanaerobacter tengcongensis
Clostridium thermocellum

Nostoc sp.

Bacteroides thetaiotaomicron
Thermotoga maritima

Desulfitobacterium hafniense
Methanothermobacter thermautotrophicus

0.94

0.2

Beta-proteobacteria

Xanthomonas axonopodis

Gamma-proteobacteria

Figure 4 Phylogenetic analyses of NuoF homologues. Bayesian consensus tree of a
general time-reversible substitution matrix estimated'® from amino acid sequences
recoded into the six Dayhoff groups: ASTGP, DNEQ, RKH, MVIL, FYW and C'®. Among-site
rate heterogeneity was modelled by using a four-category gamma correction with a
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fraction of invariant sites (pinvar). All parameters, including the composition and
substitution rate matrix, were free, and the analysis used the Metropolis-coupled MCMC
strategy from MrBayes?. Posterior probabilities for selected branches are shown at
nodes. Scale bar indicates number of changes per site.
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Figure 5 A schematic diagram illustrating the possible roles of NADH dehydrogenase
from complex | in hydrogenosomal metabolism of Trichomonas vaginalis. Enzymes are
indicated as follows: 1, pyruvate:ferredoxin oxidoreductase; 2, NAD-dependent malate
dehydrogenase (decarboxylating); 3, NADH:ferredoxin oxidoreductase activity of the 51-
kDa (Tvh-47) and 24-kDa (Tvh-22) catalytic flavoprotein component of complex |; 4,
ferredoxin-dependent Fe-hydrogenase; 5, hypothetical NAD-dependent 65-kDa Fe-
hydrogenase; 6, acetate:succinate CoA-transferase; 7, succinate thiokinase.

dehydrogenase components from mitochondrial complex I fills
important gaps in the redox balance of hydrogenosome metabo-
lism?*?, The enzyme can replenish the NAD* pool by reoxidizing
NADH produced by the hydrogenosomal malic enzyme (Fig. 5). It
can also catalyse the previously elusive NADH:ferredoxin oxido-
reductase activity, to provide an alternative source of reducing
power to that provided by pyruvate:ferredoxin oxidoreductase'.
Its suspected interactions (Fig. 5) with the Trichomonas 65-kDa
Fe-hydrogenase, which contains similar domains to the 75-kDa
subunit of mitochondrial complex I (ref. 7) and to bacterial NAD-
reducing hydrogenase®, have yet to be demonstrated
experimentally.

Our findings and previously published data>'? indicate that
mitochondria and Trichomonas hydrogenosomes are homologues
sensu Owen®®, meaning ‘the same organ [here organelle] in different
animals under every variety of form and function’. This hypothesis
explains the shared similarities between the two organelles most
simply and therefore is the one that must be rejected before
alternative models are deemed necessary. Furthermore, the hypoth-
esis® that the Trichomonas hydrogenosome could be the product ofa
second invasion of eukaryotic cells by an anaerobic bacterium does
not account for the observation, unless further invasions are
posited, that hydrogenosomes also occur in fungi* and diverse
ciliate lineages®. The ‘atypical anaerobic metabolic enzymes’
whose presence was used to underpin this hypothesis®, are also
not unique to hydrogenosomes. A protein comprising a homolo-
gous pyruvate:ferredoxin oxidoreductase fused with NADPH-
cytochrome P450 reductase occurs in Euglena mitochondria?,
and a homologous iron [Fe]-hydrogenase is found in the plastids
of green algae and the cytosol of Entamoeba and Giardia®. By
contrast, the presence of complex I components of mitochondrial
ancestry in hydrogenosomes underscores their common endosym-
biotic origin and uncovers a potential new route to hydrogen
production in these anaerobic versions of mitochondria.

Methods

Organisms, cultivation and ceil fractionation

T vaginalis strains T1 and G3 were maintained in Trypticase—yeast extract-maltose (TYM)
medium with 10% heat-inactivated horse serum at 37 °C. Cytosolic and hydrogenosomal
fractions were prepared as described'. Hydrogenosomes were isolated by isopycnic
centrifugation on a 45% Percoll gradient'’.
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Identification of a NuoF-like gene in 7. vaginalis

A clone identified in a T. vaginalis G3 EST library encoding a nearly complete 51-kDa
subunit/NuoF homologue was used to isolate a full-length sequence (Tvh-47) from a
T. vaginalis T1 X ZAPII genomic library®.

Additional components of complex | on the T. vaginalls genome

Published sequences of eukaryotic complex I subunits were used in tBlastn searches to
identify a homologue of the 24-kDa subunit of complex I (NuoE) on the genome of
T. vaginalis strain G3 (TIGR: http://www.tigr.org/tdb/e2k1/tvg/).

Phylogenetic analyses

The Trichomonas NuoF and NuoE amino-acid sequences were aligned to a broad sample of
homologous sequences from the NCBI. Bayesian phylogenetic analyses used MrBayes
3.0B4 (ref. 29) for amino acid alignments, and p4 (ref. 18) for alignments of recoded
amino acids. In the latter, the amino acids were recoded into six categories corresponding
to the PAM matrix (and most other matrices) as follows: (1) ASTGP, (2) DNEQ, (3) RKH,
(4) MVIL, (5) FYW and (6) C. This allowed the use of a 6 X 6 general time-reversible rate
matrix with free parameters rather than a fixed empirical matrix, composition and
among-site rate variation parameters were also free.

Recombinant protein and antibody preparation

The complete Tvh-47 plus an amino-terminal His tag was expressed in Escherichia coli and
purified under denaturing conditions on Ni(II)-nitrilotriacetate resin (Qiagen). A rabbit
polyclonal antibody was raised against the recombinant protein as described™.

T. vaginalis transformation

The plasmid TagVag-47 was constructed by amplifying the Tvh-47 ORF and ligating it into
pCR2.1-TOPO plasmid (Invitrogen). The di-haemagglutinin ((HA),) epitope tag was
amplified from Tviscs2-(HA); (ref. 10) and cloned into pCR2.1-TOPO. A fragment
containing Tvh-47 and (HA), was then subcloned into pAPluc. The plasmid was digested
by Sacll-Ndel and the 5’ untranslated region of AP65-1 was replaced by 340 base pairs of
the 5" untranslated region of T. vaginalis a-succinyl CoA synthetase. 7. vaginalis cells were
electroporated and selected in TYM medium supplemented with G418 (Sigma)'.

Enzyme assays and purification of NADH dehydrogenase

For details of these procedures see Supplementary Information.

Recombinant terredoxins

Recombinant T. vaginalis 2Fe-2S ferredoxin was produced as described'®. Recombinant
Saccharomyces cerevisiae mitochondrial 2Fe-2S ferredoxin, fused with a polyhistidine tag,
was provided by A. Dancis (University of Pennsylvania).

Identification of peptides by mass spectrometry

Tryptic peptide fragments of purified NADH dehydrogenase subunits were sequenced by
quadrupole time-of-flight mass spectrometry (Q-TOF) using an ULTIMA API nanospray
mass spectrometer after separation by reverse-phase high-performance liquid
chromatography (CapLC; Waters).
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Bacteria living within eukaryotic cells can be essential for the
survival or reproduction of the host"? but in other cases are
among the most successful pathogens**. Environmental Chlamy-
diae, including strain UWE25, thrive as obligate intracellular
symbionts within protozoa; are recently discovered relatives of
major bacterial pathogens of humans; and also infect human
cells*”. Genome analysis of UWE25 predicted that this symbiont
is unable to synthesize the universal electron carrier nicotina-
mide adenine dinucleotide (NAD*)’. Compensation of limited
biosynthetic capacity in intracellular bacteria is usually achieved
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by import of primary metabolites®''. Here, we report the

identification of a candidate transporter protein from UWE25
that is highly specific for import of NAD* when synthesized
heterologously in Escherichia coli. The discovery of this candi-
date NAD*/ADP exchanger demonstrates that intact NAD™*
molecules can be transported through cytoplasmic membranes.
This protein acts together with a newly discovered nucleotide
transporter and an ATP/ADP translocase'?, and allows UWE25 to
exploit its host cell by means of a sophisticated metabolic
parasitism.

The genome sequence of UWE25 (ref. 7) contains five genes (ntt]
to ntt5) with sequence homology to functionally characterized
ATP/ADP translocases or nucleotide transporters (NTT) of other
bacteria'’. It is tempting to speculate that these genes encode
transporters essential for survival of UWE25 by linking symbiont
and host metabolism. However, the specific properties of these
putative transporters can not be predicted from sequence analyses'*
but require heterologous expression in E. coli, leading to biochemi-
cal properties similar to the authentic carriers in their native
membranes'*'®. Heterologous expression of NTT1 of UWE25
and its biochemical characterization demonstrated that this trans-
porter is used for energy parasitism by enabling uptake of host cell
ATP in exchange with ADP'%.

In order to investigate whether NTT-type carriers of UWE25 also
compensate for lack of nucleotide and NAD™ biosynthesis, two
further NTTs were functionally characterized in this study. NTT2
(516 amino acids) exhibits highest sequence identity (47%) to the
ATP/ADP translocase CtNTT1 from Chlamydia trachomatis. NTT4
(431 amino acids) shows highest sequence identity (22%) to the
plastidic ATP/ADP transporter AtNTT1 from Arabidopsis thaliana,
exhibits nine predicted transmembrane domains, and lacks, in
contrast to NTT2, several amino acid residues critical for nucleotide
transport (Supplementary Fig. 1)".

Heterologously synthesized NTT2 transports ATP, GTP and UTP
at high rates, but ADP import is much lower. This transport is
specific because uninduced E. coli cells do not import labelled
compounds (Supplementary Fig. 2a). This import closely resembles
the characteristics of CtNTT2, a unidirectional nucleotide trans-
porter from C. trachomatis'*. The functional similarity of CtNTT2
and NTT2 is interesting, because the amino acid sequence of NTT2
exhibits the highest similarity to the ATP/ADP translocase CtNTT1
rather than CtNTT2 (Supplementary Fig. 1). Moreover, phylo-
genetic analysis indicates a closer relationship of UWE25 NTT2
to ATP/ADP translocases than to the chlamydial nucleoside-
triphosphat uniporters (Supplementary Fig. 3). This observation
illustrates that it is impossible to make reliable predictions on the
transport characteristics of NTT-type proteins solely on the basis of
amino acid sequence identities.

Heterologous expression of NTT4 demonstrated that this
transporter does not accept nucleoside triphosphates, but instead
catalyses ADP uptake. Uptake of radioactively labelled nucleotides
by NTT4 depends upon induction of the corresponding gene
(Supplementary Fig. 2b). Such a clear substrate preference for a
nucleoside diphosphate, rather than nucleoside triphosphates, is
unusual and prompted further transport analyses in the presence of
putative inhibitors. Notably, the presence of unlabelled NAD*
almost abolished [*’P}-ADP uptake, as did NADH and ADP,
whereas NADP' and NADPH inhibited [*’P]-ADP uptake only
slightly (Fig. la).

In order to reveal the properties of NTT4 in more detail,
we analysed the transport of [adenylate->’P]-labelled NAD™.
NTT4-expressing E. coli imported [**P]-NAD™ at a rate of about
80 nmol mg™" of protein per hour, and the simultaneous presence
of unlabelled NAD™ (fivefold excess) inhibited uptake to less than
20% of the control rate (Fig. 1b). A high substrate specificity of
NTT4 is further underlined by the fact that the substrate acceptance
is determined in various domains of the NAD* molecule, as
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